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RESUME

Les fonctions de reproduction chez le maile
sont sous le contrdle des hormones hypophy-
saires. OQutre cette régulation endocrine, il
existe une régulation locale intragonadique
dont dépend le bon déroulement de la sper-
matogenése. Cette régulation locale fait
notamment intervenir les stéroides, les fac-
teurs de croissance et les cytokines.
L’aromatase est ’enzyme responsable de la
conversion irréversible des androgenes en
estrogenes. Dans la gonade male de diffé-
rentes especes de mammiféres, 'aromatase a
été immunolocalisée non seulement dans les
cellules de Leydig, mais aussi dans les cel-
lules germinales. L'objectif de notre travail
est d’étudier les facteurs susceptibles de
contréler la production des estrogénes dans
les cellules germinales du rat male adulte en
précisant notamment, les effets du TGFf et
du TNFo sur ’'expression du géne de aroma-
tase. Les spermatocytes pachytenes et les
spermatides rondes ont la capacité d’aromati-
ser les androgénes en estrogénes; cette activi-
té augmente en fonction de stade de dévelop-
pement des cellules germinales: elle est 5 fois
plus élevée dans les spermatides que dans les
spermatocytes pachyténes. A I'aide d’amorces
spécifiques, nous avons pu mettre en éviden-
ce par RT-PCR, TARNm de 'aromatase dans
les spermatocytes pachyténes et les sperma-
tides rondes. Nos résultats préliminaires
obtenus par RT-PCR quantitative compétiti-
ve ont montré que la testostérone (200ng/ml)
stimule la synthése de ’TARNm de aromatase
dans les deux types de cellules germinales
étudiés. Cette stimulation est fortement inhi-

bée dans les spermatides rondes par 'ajout
du TGFB (1ng/ml); ’effet de ce facteur sur les
spermatocytes reste a déterminer. ’ajout du
TNFo (10ng/ml) aux cellules traitées par la
testostérone induit une légere stimulation de
la synthése des messagers de 'aromatase
dans les spermatocytes pachyténes; cepen-
dant, cette cytokine exerce un effet inhibi-
teur dans les spermatides rondes. En somme,
dans le testicule des rongeurs, les cellules
germinales méiotiques et post-méiotiques
représentent une nouvelle source d’estroge-
ne; ces cellules possedent en outre des récep-
teurs (ERB) pour ces hormones. Ces observa-
tions permettent de suggérer un contrdle
estrogénique de la spermiogenése chez cer-
tains mammiferes.

Mots clefs: aromatase, estrogenes, spermatocyte
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I. INTRODUCTION

Chez le male outre les gonadotrophines, la tes-
tostérone, synthétisée par les cellules de Leydig,
représente le principal régulateur paracrine du
développement testiculaire. Elle est impliquée
notamment dans l'initiation et le maintien de la
spermatogenése mais aussi dans la formation
des caracteéres sexuels secondaires. Toutefois, la
présence des estrogénes dans le testicule est
bien documentée mais leur fonction au niveau
du tractus génital méle reste encore mal connue
[3]. Cependant, les observations récentes obte-
nues chez les souris déficientes en aromatase
(ArKO) montrent un blocage de la spermatoge-
nése au stade spermatides rondes [17]. De plus,
I'injection d’'un inhibiteur de 'aromatase chez le
rat comme chez le singe provoque une réduction
du nombre des spermatides et altere leur matu-
ration [19].

La transformation irréversible des androgénes
en estrogenes est catalysée par un complexe
enzymatique microsomial appelé aromatase.
Ce complexe est composé d’un cytochrome
P450 aromatase spécifique et d’'une flavopro-
téine ubiquiste, le NADPH cytochrome P450
réductase [20]. Dans le testicule les premiéres
cellules sources d’estrogéne mises en évidence,
ont été les cellules de Sertoli chez le rat imma-
ture et les cellules de Leydig chez le rat matu-
re. Cependant, des études récentes ont montré
que les cellules germinales participent aussi a
la synthese des estrogénes [8-10,14]. Les cel-
lules germinales du rat méale adulte depuis le
stade pachytene jusqu'au stade spermatozoide,
sont le siege d’'une aromatase active [9]. Ces
cellules constituent donc une source d’estroge-
ne additionnelle potentiellement significative
dans le testicule de mammiferes. Toutefois, la
régulation de I'expression du geéne de 'aroma-
tase (CYP 19) dans le testicule est peu étudiée.
On sait a ce jour que le géne CYP 19 codant
pour laromatase testiculaire s’exprime préfé-
rentiellement via le promoteur PII. Ce dernier
associé au promoteur PL.3 présentent des
séquences régulatrices différentes CRE
(cAMP responsive element), AP-1 (séquences
de régulation TCAGTCA), TGF# (séquence
régulatrice qui fixe le TGFB3) et SP-1 (séquence
régulatrice qui fixe le facteur de transcription
SP-1) [13]. L’étude des facteurs susceptibles de
moduler la régulation du géne CYP 19, est

donc déterminante dans le maintien de I’équi-
libre androgénes / estrogénes testiculaires. Le
tissu germinal est un tissu a renouvellement
tres rapide et de ce fait est une cible potentiel-
le pour les facteurs de croissance et les cyto-
kines [11]. Le TGFB et le TNFa sont sécrétés
par les cellules de Sertoli et les cellules germi-
nales. En outre des récepteurs notamment
pour le TGFB existent sur les cellules germi-
nales, ce qui suggérerait son implication dans
Iexpression de 'aromatase. Notre objectif est
donc d’étudier I'expression du géne de aroma-
tase dans les cellules germinales purifiées du
rat méile adulte et d’étudier les facteurs sus-
ceptibles de contréler la production des estro-

génes dans ces cellules en précisant notam-
ment, les effets du TGFf3 et du TNFo.

II. MATERIEL ET METHODES
L Préparation des cellules germinales

A partir de testicules de rat Sprague-Dawley
agés de 90j, une suspension enrichie en cellules
germinales est préparée selon le protocole décrit
par Meistrich et al.,(1981) et modifié dans notre
laboratoire pour la séparation des cellules ger-
minales par la technique de Staput [12].

Le tissu testiculaire est soumis a une digestion
enzymatique (trypsine 0,025%, DNase 0,1%
dans du tampon PBS, pH 7,2) pendant 45 min a
32°C. La séparation des cellules germinales est
réalisée a l'aide du Staput sur un gradient de
densité continu non linéaire en albumine
sérique bovine (2,75 - 0,2%) [1]. Les fractions
contenant les spermatocytes pachyténes et les
spermatides rondes sont identifiées au microsco-
pe. Les cellules germinales purifiées sont abon-
damment lavées avec du PBS supplémenté en
pyruvate (6mM) et en glucose (3,3mM), comp-
tées et la pureté est estimée au microscope.

2. Culture des cellules germinales

Les cellules germinales purifiées sont cultivées
a raison de 3.106- 6.106 cellules/ml pour les
spermatocytes pachyténes et de 7.106- 10.106
cellules/ml pour les spermatides rondes, a
32°C pendant 18 h dans du milieu Ham
F12/DMEM (pH 7,3) supplémenté en pyruvate
(10 mM) et en glucose (6 mM), sous atmosphe-
re air / CO2 (95 :5 ;v/v), en absence et en pré-
sence, de testostérone (200 ng/ml), de TGFA
(Ing/ml) et de TNFa (10 ng/ml). D’apres la lit-
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térature, la testostérone, le TGFB et le TNFa
exercent leurs effets optimaux sur les cellules
des tubes séminiferes pour les doses définies
préalablement pour références [3 et 11].

3. Extraction des microsomes et mesure
de Pactivité aromatase

La préparation des microsomes a partir des
cellules germinales purifiées dérive de la tech-
nique décrite par Rayan en 1959 [16]. La
mesure de 'activité aromatase est réalisée par
la méthode a T'eau tritiée. Cette technique
repose sur ’élimination stéréospécifique, sous
forme d’eau, des atomes d’hydrogéne en posi-
tion du carbone 1 des androgénes, au cours de
la réaction [6]. Les microsomes sont incubés
dans 500 pl du tampon Tris-maléate (50 mM)
avec 1000 pmoles de [1 3H] 4 androstene-3,17-
dione ; la réaction est initiée par I'ajout de 0,6
mM de NADPH. Elle est stoppée apres 30 min
d’incubation a 37°C par ’addition de 2 volumes
de chloroforme. Les tubes sont vortexés pen-
dant 30 secondes, puis centrifugés 5 min a
4000 rpm a 4°C. Les stéroides sont adsorbés en
présence de 500 ul d’'une suspension de char-
bon (7%) contenant du dextran T70 (1,5%). Les
tubes sont maintenus 10 min a 4°C et centrifu-
gés 10 min a 4000 rpm & 4°C. La radioactivité
d’'un aliquot de la phase aqueuse (500 nl) est
alors comptée en scintillation liquide.

4. Transcription inverse — Polymérisation
en chaine (RT-PCR)

Cette technique a été utilisée pour la mise en
évidence des ARNm de 'aromatase dans les cel-
lules germinales purifiées. Les ARN totaux sont
extraits a partir des spermatocytes pachyténes
et des spermatides rondes apres incubation avec
du Trizol (GibcoBRL); cette méthode est dérivée
de la technique de Chomszynski et Sacchi [5].

Les ARNm présents dans les ARN totaux sont
rétro-transcrits en ADN complémentaire en
présence de 200 Ul de Moloney murine leuke-
mia virus reverse transcriptase (Promega,
France) ; 500 uM dNTP ; 0,2 pg d’oligo dT (12-
18 mers) et 24 UI RNAsine dans du tampon de
RT. La transcription a lieu pendant 1 h a 37°C
puis 5 min a 94°C.

Les ADNc sont utilisés pour 'amplification en
chaine en présence de 200 uM dNTP ; 50 pmoles
de chaque amorce ; 1,5 mM de MgCI2 et 1,5 Ul

de la Taq polymérase (Promega, France). La
réaction de PCR est initiée par une étape de 5
min a 94°C puis s’ensuivent 35 cycles (30 sec a
94°C, 30 sec a 60°C et 1 min a 72°C avec incré-
mentation de 2 sec a chaque cycle).

Le couple d’amorces a été choisi pour amplifier
un fragment de 289 pb hautement conservé du
géne de 'aromatase contenant la région hélica-
le et la région d’aromatisation [9].

Les amorces utilisées sont :

* amorce 5arom de 23 bases située sur I'exon
8 (1555-1577), 5- GCT TCT CAT CGC AGA
GTA TCC GG- 3

e amorce 3’arom de 24 bases située sur I'exon 9
dans la région d’aromatisation (1821-1844), 5—
CAA GGG TAA ATT CAT TGG GCT TGG - 3.

Les produits de PCR sont déposés sur un gel
d’agarose a 2% en présence de bromure d’ethy-
dium (BET) et les fragments d’ADN amplifiés
sont visualisés sous UV a 254 nm.

Transcription inverse-Polymérisation en chai-
ne quantitative compétitive

Cette méthode permet d’évaluer la quantité
d’ARNm de I'aromatase présent dans une sus-
pension d’ARN total. Le fragment de 289 pb est
co-amplifié avec un standard interne de 260 pb
(ce standard correspond au fragment 289 pb
mais délété de 29 pb); ces deux fragments pos-
sedent les mémes extrémités permettant ainsi
de les amplifier par le méme couple d’amorces
(5’arom et 3’arom). Pour chaque échantillon a
quantifier, une RT est réalisée en présence
d’'une quantité connue et constante d’ARN total
et une quantité d’ARN standard a concentra-
tions différentes. La PCR qui suit est réalisée
avec le couple d’amorces (5’arom et 3’arom) dans
les conditions citées précédemment. Les pro-
duits amplifiés (fragments de 289 pd et stan-
dard de 260 pd) sont séparés sur gel d’agarose a
4% contenant du BET (Fig. 1). Les gels analy-
sées avec le systéme Bio-Profil (Wiber Lourmat)
et les quantités ’ARNm spécifiques sont déter-
minées comme précédemment décrit [9,10].

III. RESULTATS

1. Activité aromatase dans les cellules
germinales purifiées.

Les cellules germinales possédent une aroma-
tase capable de convertir 'androsténedione en
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ARNm de | ‘aromatase 289 pb  _y,
ARN standard 260 ph —p

ARN total de spermatides rondes (ng) - 250 250 250 250 250 230 250{ovaire)

ARN du standard (attmole) 5 ] 1 05 01 008

Figure 1: Exemple de RT-PCR quantitative compéti-
tive.

estrone. Cette activité augmente en fonction
du stade de développement de la cellule germi-
nale (Tableau 1 ci-dessous).

Quantité d’ARNm aromatase
(attmoles / pg d’ARN total)

Spermatides Spermatocytes
rondes pachytenes

Cellules incubées

sans traitement 2,043 1,609

+ Testostérone

(T, 200ng /ml) 3,494 2,595

+ T (200ng / ml)+TNF

(10ng/ml) 3,76 1,562

+ T (200ng /| ml)+TGF

(Ing/ml) - 0,53

Spermatides Spermatocytes
rondes pachytenes
Activité
enzymatique 34,25 178,2
(fmole/mg de
protéine/min)

Le témoin positif utilisé est représenté par les
protéines microsomiales placentaires
humaines. L’activité aromatase est de 97,8
pmoles/mg de protéine/min.

2. Mise en évidence des ARNm de ’aroma-
tase dans les cellules germinales

L’étude par RT-PCR nous a permis de mettre
en évidence le messager du cytochrome P450
aromatase dans les spermatocytes pachyténes
et les spermatides rondes (Fig.2). Un fragment
unique de 289 pb a été amplifié a partir des
ARN extraits des cellules germinales et des
tubes séminiferes. La taille du fragment est
identique a celui codant pour le cytochrome
P450 aromatase dans l'ovaire de ratte; aucun
signal n’est visible dans '’ARN de muscle qui
nous sert de témoin négatif.

3. Effets du TGF et du TNF sur 'expres-
sion du géne de ’aromatase.

La technique de RT-PCR quantitative compéti-
tive a été utilisée afin d’estimer le contenu de
chaque type cellulaire en messager du cyto-
chrome P450 aromatase et d’apprécier les
effets potentiels de TGF et du TNF sur l'ex-
pression du géne. Les résultats sont représen-
tés dans le tableau 2 ci-dessous.

Le témoin positif est représenté par I’ARN
d’ovaire de ratte, la quantité ’ARNm spéci-
fiques de I'aromatase est de 19,8 attmoles/ug
d’ARN total.

N® de depot 2

2647 pb

300 pb
250 pb

289 pb

Figure 2: Expression de DParomatase dans les cel-
lules germinales purifiées. L’amplification par RT-
PCR d’ARN extrait de cellules testiculaires de rat
adulte: le marqueur de taille (ligne 1); spermato-
cytes pachyténes (ligne 2); spermatides rondes
(ligne 3); tubes séminiferes (ligne 4), ovaire (témoin
positif, ligne 5). L’ARN de muscle (témoin négatif,
ligne 6) et un blanc oit PARN est remplacé par de
leau (ligne 7).

IV. DISCUSSION

La présente étude a démontré que les cellules
germinales constituent une nouvelle source
d’estrogéne dans le testicule de rat male adul-
te. Ceci confirme les données bibliographiques
récentes [8,9]. La purification par Staput des
différents types de cellules germinales a per-
mis de montrer que chaque type cellulaire,
spermatocytes pachyténes et spermatides
rondes, a la capacité d’aromatiser les andro-
génes en estrogénes. Cependant, lactivité
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enzymatique est 1000 fois plus faible par rap-
port a celle de ’'aromatase placentaire humai-
ne. Dans les cellules germinales, ’activité aro-
matase augmente en fonction du degré de leur
maturation. Levallet et al., 1998 ont montré
que l’activité aromatase est maximale dans les
spermatozoides [9], alors que la production des
estrogénes par les cellules de Sertoli de rat
diminue en fonction de I’age: elle est minimale
chez I'adulte et inhibée par les cellules germi-
nales [2,18]. Ainsi la participation des cellules
de Sertoli a Vactivité aromatase tubulaire est
faible chez le rat adulte et les cellules germi-
nales représentent donc la source majeure de
la production d’estrogenes dans les tubes sémi-
niferes.

L’étude par RT-PCR nous a permis de mettre
en évidence le messager de 'aromatase dans
les spermatocytes pachyténes et les sperma-
tides rondes. Un fragment unique de 289 pb
est amplifié a partir ’ARN extrait de sperma-
tocytes pachyténes, spermatides rondes, tubes
séminiferes et ovaire de ratte. Une coloration
3B-HSD a été réalisée sur un aliquot de chaque
fraction germinale; aucune contamination par
les cellules de Leydig n’a été mise en évidence.
La pureté de ces cellules est élevée, 90% pour
les spermatocytes pachytenes et 95% pour les
spermatides rondes. L'origine germinale de
Paromatase amplifiée ne fait aucun doute
puisque Janulis et al., 1996 et Levallet et al,
1998 amplifient aussi, chez le rat adulte, le
messager de aromatase a partir d’ARN issu
de spermatocytes pachyténes et spermatides
rondes [7,9].

Pour étudier la régulation du géne de 'aroma-
tase, nous nous sommes posés la question de
savoir si le TGFB et le TNFo peuvent influen-
cer la synthese de ’TARNm de 'aromatase dans
les cellules germinales purifiées. Le choix de
ces facteurs s’'imposait pour les raisons sui-
vantes:

-le TGFB est d’'une part produit par les cellules
de Sertoli et les cellules germinales [11]. Les
récepteurs I et II de ce facteur ont été localisés
dans les cellules somatiques mais aussi dans
les cellules germinales: spermatocytes et sper-
matides [15]. D’autre part il a été démontré
que le TGFB inhibe 'aromatase sertolienne sti-
mulée par la FSH [11].

-le TNFa est une cytokine secrétée par les cel-
lules de Sertoli et les cellules germinales sur-
tout les spermatides rondes. Le TNFo a des
actions diverses, il stimule la prolifération des
cellules germinales primordiales et s’oppose a
la production de 'aromatase dans les cellules
de Sertoli [11], alors qu’il stimule 'expression
du géne de 'aromatase dans les cellules adi-
peuses humaines [22].

Dans le but d’estimer le contenu en messager
de 'aromatase dans les cellules germinales et
d’analyser les effets du TGFB et du TNFa sur
Iexpression du géne, nous avons employé une
technique sensible, la RT-PCR quantitative
compétitive. Nous avons observé une diminu-
tion de la quantité ’ARNm de 'aromatase en
fonction de degré de maturation de la cellule
germinale et cela inversement par rapport a
Pactivité enzymatique. Ceci est probablement
dd & un décalage temporel au cours de la sper-
matogenése entre l'expression des ARNm et
Iapparition d’'une protéine active; ce décalage
favoriserait, au cours de la période prépuber-
taire, un rapport androgene / estrogéne en
faveur de la testostérone, indispensable pour
la spermatogeneése.

La testostérone testée a une dose de 200ng/ml,
stimule la synthése '/ARNm de l'aromatase
dans les deux types cellulaires étudiés. Cette
observation confirme les données rapportées
par Vornberger et al., (1994) qui montrent la
présence de récepteurs aux androgénes dans
les cellules germinales du rat, suggérant ainsi
que les androgénes régulent d’'une maniere
directe la spermatogenése [21] mais pourquoi
pas aussi via la synthése des estrogenes [9].

Nos résultats préliminaires montrent que la
stimulation de I’expression de ’'aromatase par
la testostérone est abolie sous l'effet du TGF8
(1ng/ml) au niveau des spermatides rondes;
cependant au niveau des spermatocytes pachy-
tenes leffet de ce facteur reste a déterminer.
L’action du TGFo necessite la coopération de
deux types de récepteurs: le récepteur de type
I et de type 1I. En effet, la liaison du TGFB au
récepteur de type II est insuffisante, ce dernier
requiert le récepteur de type I pour que la
transduction du signal ait lieu. Notre résultat
obtenu coincide avec l'augmentation du
nombre de récepteurs de type I au stade des
spermatides [15].
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Quant a ’ajout du TNFa (10ng/ml) aux cellules
incubées avec la testostérone, celui-ci induit
une légere stimulation de I'expression de 1’aro-
matase dans les spermatocytes pachyténes,
alors qu’il inhibe cette expression dans les
spermatides rondes. Cette faible réponse au
TNFoa dans les spermatocytes pachyténes sou-
leve les questions suivantes:

-les récepteurs de cette cytokine sont-ils pré-
sents au niveau de la membrane cellulaire a ce
stade de vie de la cellule germinale ?

-I'action du TNFa sur les spermatocytes pachy-
tenes nécessiterait-elle la présence d’autres

facteurs de croissance comme dans la cellule de
Sertoli (EGF) [4] ?

Les cellules germinales sont capables de produi-
re les estrogénes, mais aussi présentent des
récepteurs aux estrogenes de type B. Les estro-
genes réguleraient donc de maniére autocrine
(voire paracrine) la spermatogenése, mais une
sur-exposition aux estrogénes pourrait avoir des
effets pathologiques [3].

Il apparait donc intéressent de poursuivre
Pétude de la régulation de 'expression du géne
de Paromatase, pour comprendre par quels
mécanismes et selon quel mode les facteurs de
croissance et les cytokines contrdlent la pro-
duction des estrogénes d’une part, en fonction
du développement de la gonade et d’autre part
en relation avec le déroulement de la sperma-
togeneése.
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ABSTRACT

Regulation of the aromatase gene expression
in adult male rat germ cells: effects of TGFBS
and TNFa

S. BOURGUIBA, C.GENISSEL, M. BENAHMED*,
et S.CARREAU.

The testicular functions are mainly under
gonadotropins control but locally - produced
factors, such as growth factors, cytokines and
steroid hormones are also concerned to opti-
mize the spermatogenesis. The ability of the
male gonad to transform irreversibly andro-
gens into estrogens is known and related to
the presence of aromatase. In the rat testis
besides Sertoli and Leydig cells, the germ
cells have the capacity to produce estrogens
but the regulation of the aromatase gene
expression is poorly understood. The aim of
our work was to study the putative effects of
TGFB and TNFo on the aromatase expression
in purified adult rat germ cells. Pachytene
spermatocytes and round spermatids have
the capacity to produce estrogens (the enzy-
me activity is 5-fold higher in haploid germ
cells). Using specific primers we have shown

by RT-PCR that germ cells express a specific
aromatase mRNA. In addition the prelimina-
ry results obtained using a competitive RT-
PCR method show that testosterone enhances
the expression of aromatase in the two germ
cell populations. That increase of aromatase
transcripts is reduced when spermatids are
incubated with TGFB. Conversely the addi-
tion of TNFq further enhances the aromatase
transcription in pachytene spermatocytes
whereas an inhibitory effect is observed with
spermatids. Therefore, in rodent testes, meio-
tic and post-meiotic germ cells represent an
additional source of estrogens; together with
existence of estrogen receptors (ERB) on
these cells these data likely suggest an estro-
genic control of the spermiogenesis in some
mammals.

Key words : aromatase, estrogens, pachytene
spermatocyte, round spermatid, RT-PCR, aroma-
tase mRNA, TGF, TNFo.
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