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R E S U M E  

L e s  f o n c t i o n s  d e  r e p r o d u c t i o n  c h e z  le  m a l e  
s o n t  s o u s  le  c o n t r 6 1 e  d e s  h o r m o n e s  h y p o p h y -  
s a i r e s .  O u t r e  c e t t e  r 6 g u l a t i o n  e n d o c r i n e ,  il 
e x i s t e  u n e  r 6 g u l a t i o n  l o c a l e  i n t r a g o n a d i q u e  
d o n t  d 6 p e n d  le  b o n  d 6 r o u l e m e n t  d e  la  spe r -  
m a t o g e n ~ s e .  C e t t e  r 6 g u l a t i o n  l o c a l e  f a i t  
n o t a m m e n t  i n t e r v e n i r  l es  s t 6 r o i d e s ,  l e s  fac-  
t e u r s  d e  c r o i s s a n c e  e t  l e s  c y t o k i n e s .  
L ' a r o m a t a s e  e s t  l ' e n z y m e  r e s p o n s a b l e  d e  la 
c o n v e r s i o n  i r r 6 v e r s i b l e  d e s  a n d r o g ~ n e s  en  
e s t r o g ~ n e s .  D a n s  la  g o n a d e  m a l e  d e  diff6-  
r e n t e s  e s p ~ c e s  d e  m a m m i f ~ r e s ,  l ' a r o m a t a s e  a 
6t~ i m m u n o l o c a l i s 6 e  n o n  s e u l e m e n t  d a n s  les  
c e l l u l e s  d e  L e y d i g ,  m a i s  a u s s i  d a n s  l e s  cel-  
l u l e s  g e r m i n a l e s .  L ' o b j e c t i f  d e  n o t r e  t r a v a i l  
e s t  d ' 6 t u d i e r  l e s  f a c t e u r s  s u s c e p t i b l e s  de  
c o n t r 6 1 e r  la  p r o d u c t i o n  d e s  e s t r o g ~ n e s  d a n s  
l es  c e l l u l e s  g e r m i n a l e s  d u  r a t  m a l e  a d u l t e  en  
p r 6 c i s a n t  n o t a m m e n t ,  les  e f f e t s  d u  TGFf l  e t  
d u  T N F ~  s u r  l ' e x p r e s s i o n  d u  g ~ n e  d e  l ' a r o m a -  
t a se .  L e s  s p e r m a t o c y t e s  p a c h y t ~ n e s  e t  les  
s p e r m a t i d e s  r o n d e s  o n t  la  c a p a c i t ~  d ' a r o m a t i -  
s e r  les  a n d r o g ~ n e s  e n  e s t r o g ~ n e s ;  c e t t e  ac t iv i -  
t6 a u g m e n t e  e n  f o n c t i o n  d e  s t a d e  d e  d 6 v e l o p -  
p e m e n t  d e s  c e l l u l e s  g e r m i n a l e s :  e l l e  e s t  5 fo is  
p l u s  61ev6e d a n s  l es  s p e r m a t i d e s  q u e  d a n s  les  
s p e r m a t o c y t e s  p a c h y t ~ n e s .  A l ' a i d e  d ' a m o r c e s  
s p 6 c i f i q u e s ,  n o u s  a v o n s  p u  m e t t r e  e n  6 v i d e n -  
ce  p a r  R T - P C R ,  I ' A R N m  d e  l ' a r o m a t a s e  d a n s  
l es  s p e r m a t o c y t e s  p a c h y t ~ n e s  e t  les  s p e r m a -  
t i d e s  r o n d e s .  N o s  r 6 s u l t a t s  p r ~ l i m i n a i r e s  
o b t e n u s  p a r  R T - P C R  q u a n t i t a t i v e  c o m p 6 t i t i -  
v e  o n t  m o n t r 6  q u e  la  t e s t o s t 6 r o n e  (200ng/ml)  
s t i m u l e  l a  s y n t h ~ s e  d e  I ' A R N m  d e  r a r o m a t a s e  
d a n s  l es  d e u x  t y p e s  d e  c e l l u l e s  g e r m i n a l e s  
6 t u d i 6 s .  C e t t e  s t i m u l a t i o n  e s t  f o r t e m e n t  inhi -  

b6e  d a n s  l es  s p e r m a t i d e s  r o n d e s  p a r  l ' a j o u t  
d u  TGFfl  ( l ng /ml ) ;  l ' e f f e t  d e  c e  f a c t e u r  s u r  l es  
s p e r m a t o c y t e s  r e s t e  ~ d 6 t e r m i n e r .  L ' a j o u t  d u  
T N F a  (10ng/ml)  a u x  c e l l u l e s  t r a i t ~ e s  p a r  la  
t e s t o s t 6 r o n e  i n d u i t  u n e  16g~re s t i m u l a t i o n  d e  
la  s y n t h b s e  d e s  m e s s a g e r s  d e  l ' a r o m a t a s e  
d a n s  l es  s p e r m a t o c y t e s  p a c h y t ~ n e s ;  c e p e n -  
d a n t ,  c e t t e  c y t o k i n e  e x e r c e  u n  e f f e t  i nh ib i -  
t e u r  d a n s  les  s p e r m a t i d e s  r o n d e s .  E n  s o m m e ,  
d a n s  le t e s t i c u l e  d e s  r o n g e u r s ,  l e s  c e l l u l e s  
g e r m i n a l e s  m 6 i o t i q u e s  e t  p o s t - m 6 i o t i q u e s  
r e p r 6 s e n t e n t  u n e  n o u v e l l e  s o u r c e  d ' e s t r o g ~ -  
ne;  ces  c e l l u l e s  p o s s ~ d e n t  e n  o u t r e  d e s  r 6 c e p -  
t e u r s  (ERfl) p o u r  c e s  h o r m o n e s .  Ces  o b s e r v a -  
t i o n s  p e r m e t t e n t  d e  s u g g 6 r e r  u n  c o n t r 6 1 e  
e s t r o g 6 n i q u e  d e  la  s p e r m i o g e n ~ s e  c h e z  ce r -  
t a i n s  m a m m i f ~ r e s .  
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I. I N T R O D U C T I O N  

Chez le m~le outre les gonadotrophines, la tes- 
tost6rone, synth6tis6e par les cellules de Leydig, 
repr6sente le principal r6gulateur paracrine du 
d6veloppement testiculaire. Elle est impliqu4e 
notamment  dans l'initiation et le maint ien de la 
spermatogen6se mais aussi dans la formation 
des caract6res sexuels secondaires. Toutefois, la 
pr6sence des estrog6nes dans le testicule est 
bien document6e mais leur fonction au niveau 
du tractus g6nital m~le reste encore mal connue 
[3]. Cependant,  les observations r6centes obte- 
nues chez les souris d6ficientes en aromatase 
(ArKO) montrent  un blocage de la spermatoge- 
n6se au stade spermatides rondes [17]. De plus, 
l'injection d'un inhibiteur de l 'aromatase chez le 
rat  comme chez le singe provoque une r6duction 
du nombre des spermatides et alt6re leur matu- 
ration [19]. 

La t ransformat ion irr6versible des androg6nes 
en estrog6nes est catalys6e par un  complexe 
enzymat ique  microsomial appel6 aromatase.  
Ce complexe est compos6 d 'un cytochrome 
P450 aromatase  sp6cifique et d 'une flavopro- 
t6ine ubiquiste,  le NADPH cytochrome P450 
r6ductase [20]. Dans le testicule les premieres 
cellules sources d'estrog6ne mises en 6vidence, 
ont 6t6 les cellules de Sertoli chez le rat  imma- 
ture  et les cellules de Leydig chez le rat  matu- 
re. Cependant ,  des 6tudes r6centes ont montr6 
que les cellules germinales  part icipent aussi 
la synth6se des estrog6nes [8-10,14]. Les cel- 
lules germinales  du ra t  m~le adulte  depuis le 
stade pachyt6ne jusqu 'au  stade spermatozo~de, 
sont le si6ge d'une aromatase  active [9]. Ces 
cellules const i tuent  donc une source d'estrog6- 
ne addit ionnelle  potent iel lement  significative 
dans le testicule de mammif'eres. Toutefois, la 
r6gulation de l 'expression du g6ne de l 'aroma- 
tase (CYP 19) dans le testicule est peu 6tudi6e. 
On sait ~ ce jour  que le g6ne CYP 19 codant 
pour l 'a romatase  test iculaire s'exprime pr6f6- 
ren t ie l lement  via le promoteur  PII. Ce dernier  
associ6 au p romoteur  PI.3 pr6sentent  des 
s4quences r4gula t r ices  diff4rentes : CRE 
(cAMP responsive element),  AP-1 (s4quences 
de r4gulat ion TCAGTCA), TGFB (s6quence 
r6gulatrice qui fixe le TGFB) et SP-1 (s6quence 
r6gulatrice qui fixe le facteur de transcription 
SP-1) [13]. L'6tude des facteurs susceptibles de 
moduler  la r4gulation du g6ne CYP 19, est 

donc d6terminante  dans le maint ien  de l'6qui- 
libre androg6nes / estrog6nes testiculaires.  Le 
tissu germinal  est un tissu ~ renouvel lement  
tr6s rapide et de ce fait est une cible potentiel- 
le pour les facteurs de croissance et les cyto- 
kines [11]. Le TGFB et le TNFc~ sont s6cr6t6s 
par les cellules de Sertoli et les cellules germi- 
nales. En outre des r6cepteurs no t ammen t  
pour le TGFB existent  sur les cellules germi- 
nales, ce qui sugg6rerait  son implication dans 
l 'expression de l 'aromatase.  Notre objectif est 
donc d'4tudier l 'expression du g6ne de l 'aroma- 
tase dans les cellules germinales  purifi6es du 
rat  m~le adul te  et d'6tudier les facteurs sus- 
ceptibles de contr61er la production des estro- 
g6nes dans ces cellules en pr6cisant notam- 
ment,  les effets du TGFB et du TNFa.  

II. M A T E R I E L  ET M E T H O D E S  

L P r 6 p a r a t i o n  d e s  c e l l u l e s  g e r m i n a l e s  

A partir  de testicules de rat  Sprague-Dawley 
~g6s de 90j, une suspension enrichie en cellules 
germinales est pr6par6e selon le protocole d6crit 
par Meistrich et al., (1981) et modifi6 dans notre 
laboratoire pour la s6paration des cellules ger- 
minales par la technique de Staput [12]. 

Le tissu testiculaire est soumis ~ une digestion 
enzymatique (trypsine 0,025%, DNase 0,1% 
dans du tampon PBS, pH 7,2) pendant  45 min 
32~ La s6paration des cellules germinales est 
r6alis6e ~ l'aide du Staput sur un gradient  de 
densit6 cont inu non lin6aire en a lbumine  
s6rique bovine (2,75 - 0,2%) [1]. Les fractions 
contenant les spermatocytes pachyt6nes et les 
spermatides rondes sont identifi6es au microsco- 
pe. Les cellules germinales purifi6es sont abon- 
damment  lav6es avec du PBS suppl6ment~ en 
pyruvate (6mM) et en glucose (3,3mM), comp- 
t6es et la puret6 est estim4e au microscope. 

2. C u l t u r e  d e s  c e l l u l e s  g e r m i n a l e s  

Les cellules germinales  purifi4es sont cultiv6es 
raison de 3.106- 6.106 cellules/ml pour les 

spermatocytes pachyt6nes et de 7.106- 10.106 
cellules/ml pour les spermat ides  rondes,  
32~ pendan t  18 h dans  du mil ieu  H a m  
F12/DMEM (pH 7,3) suppl6ment4 en pyruvate  
(10 mM) et en glucose (6 mM), sous atmosph6- 
re air / CO2 (95:5  ;v/v), en absence et en pr6- 
sence, de testost6rone (200 ng/ml), de TGFB 
(lng/ml) et de TNFa  (10 ng/ml). D'apr6s la lit- 
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t6 ra tu re ,  la tes tos t6rone,  le TGFB et le T N F ~  
exercen t  leurs  effets op t imaux  su r  les cellules 
des tubes  s6minif 'eres pour  les doses d6finies 
p r6a l ab l e m en t  pour  r6f6rences [3 et 11]. 

3. E x t r a c t i o n  d e s  m i c r o s o m e s  e t  m e s u r e  
d e  r a c t i v i t 4  a r o m a t a s e  

La p r6para t ion  des mic rosomes  ~ par t i r  des 
cel lules  ge rmina le s  purif i6es d6rive de la tech- 
n ique  d6crite pa r  R a y a n  en 1959 [16]. La 
m e s u r e  de l 'activit6 a r o m a t a s e  est  r6alis6e par  
la m6thode  ~ l ' eau tr i t i6e.  Cet te  t echnique  
repose sur  l '61imination st6r6osp6cifique, sous 
forme d 'eau,  des a tomes  d 'hydrog6ne  en posi- 
t ion du carbone 1 des androg6nes ,  au  cours de 
la r6act ion [6]. Les mic rosomes  sont  incub6s 
dans  500 ~ du  t a m p o n  Tr is -mal6ate  (50 mM) 
avec 1000 pmoles de [1 3H] 4 androst6ne-3,17-  
dione ; la r6act ion est  ini t i6e pa r  l 'ajout de 0,6 
m M  de NADPH.  Elle est  stopp6e apr6s 30 rain 
d ' incuba t ion  a 37~ pa r  l ' addi t ion  de 2 volumes 
de chloroforme. Les tubes  sont  vortex6s pen- 
d a n t  30 secondes,  puis  centr i fug6s 5 min  
4000 r p m  ~ 4~ Les st6roides sont  adsorb6s en 
pr6sence  de 500 ~fl d 'une  suspens ion  de char-  
bon (7%) con t enan t  du  d e x t r a n  T70 (1,5%). Les 
tubes  sont  m a i n t e n u s  10 min  ~ 4~ et  centr ifu-  
g6s 10 min  ~ 4000 r p m  ~ 4~ La radioact ivi t6  
d 'un  a l iquot  de la phase  a q u e u s e  (500 pl) est  
alors compt6e en sc in t i l la t ion  l iquide.  

4. T r a n s c r i p t i o n  i n v e r s e  - P o l y m 6 r i s a t i o n  
e n  c h a i n e  ( R T - P C R )  

Cette  technique  a 6t6 uti l is6e pour  la mise en 
6vidence des ARNm de l ' a romatase  dans  les cel- 
lules germina les  purifi6es. Les ARN totaux sont 
extrai ts  ~ par t i r  des spermatocy tes  pachyt6nes 
et  des spermat ides  rondes  apr6s incubat ion avec 
du  Trizol (GibcoBRL); cette m6thode  est d6riv6e 
de la technique  de Chomszynsk i  et Sacchi [5]. 

Les A R N m  pr6sents  dans  les ARN totaux sont 
r6 t ro- t ranscr i t s  en  ADN compl6menta i re  en 
pr6sence de 200 UI de Moloney mur ine  leuke- 
m i a  v i rus  r eve r se  t r a n s c r i p t a s e  (Promega ,  
France)  ; 500 ~ dNTP ; 0,2 ~g d'oligo dT (12- 
18 mers)  et 24 UI RNAsine  dans  du t ampon  de 
RT. La t ranscr ip t ion  a l ieu p e n d a n t  1 h ~ 37~ 
puis 5 min  ~ 94~ 

Les ADNc sont utilis6s pour  l 'amplif ication en 
chaine  en pr6sence de 200 pM dNTP ; 50 pmoles 
de chaque  amorce ; 1,5 m M  de MgC12 et 1,5 UI 

de la Taq polym6rase (Promega,  France).  La 
r6action de PCR est initi6e pa r  une  6tape de 5 
min  ~ 94~ puis s ' ensuivent  35 cycles (30 sec 
94~ 30 sec ~ 60~ et 1 m i n  ~ 72~ avec incr6- 
men ta t ion  de 2 sec ~ chaque  cycle). 

Le couple d 'amorces  a 6t6 choisi  pour  ampli f ier  
u n  f r a g m e n t  de 289 pb h a u t e m e n t  conserv6 du 
g6ne de l ' a romatase  c o n t e n a n t  la r6gion h61ica- 
le et la r6gion d ' a roma t i s a t i on  [9]. 

L e s  a m o r c e s  u t i l i s ~ e s  s o n t  : 

�9 amorce  5 'a rom de 23 bases  si tu6e sur  l 'exon 
8 (1555-1577), 5'- GCT TCT CAT CGC AGA 
GTA TCC GG- 3' 

�9 amorce  3 'arom de 24 bases  situ6e sur  l 'exon 9 
dans  la r6gion d ' a romat i sa t ion  (1821-1844), 5 ' -  
CAA GGG TAA ATT CAT TGG GCT TGG - 3'. 

Les produi ts  de PCR sont  d6pos6s sur  un  gel 
d 'agarose  ~ 2% en pr6sence de b romure  d 'ethy- 
d ium (BET) et les f r a g m e n t s  d 'ADN amplifi6s 
sont  visual is6s sous UV ~ 254 nm.  

Transcr ip t ion  inverse -Po lym6r i sa t ion  en chai- 
ne quan t i t a t i ve  comp6ti t ive 

Cette  m6thode pe rme t  d '6valuer  la quant i t6  
d 'ARNm de l ' a romatase  pr6sent  dans  une  sus- 
pension d'ARN total. Le f r a g m e n t  de 289 pb est 
co-amplifi6 avec u n  s t a n d a r d  in te rne  de 260 pb 
(ce s t anda rd  correspond a u  f r agmen t  289 pb 
mais  d616t6 de 29 pb); ces deux  f ragments  pos- 
s6dent  les m6mes  extr6mit6s p e r m e t t a n t  ainsi  
de les amplif ier  par  le m~me  couple d 'amorces 
(5 'arom et 3'arom). Pour  chaque  6chanti l lon 
quantifier ,  une  RT est  r6alis6e en pr6sence 
d 'une quant i t6  connue  et cons tan te  d'ARN total  
et une  quant i t6  d 'ARN s t a n d a r d  /t concentra-  
t ions diff6rentes. La PCR qui suit  est r6alis6e 
avec le couple d 'amorces  (5 'arom et 3 'arom) dans  
les conditions cit6es pr6c6demment .  Les pro- 
duits  amplifi6s ( f ragments  de 289 pd et stan- 
dard  de 260 pd) sont s6par6s sur  gel d 'agarose 
4% con tenan t  du BET (Fig. 1). Les gels analy- 
s6es avec le syst6me Bio-Profil (Wiber Lourmat)  
et les quant i t6s  d 'ARNm sp6cifiques sont d6ter- 
min6es comme pr6c6demment  d6crit  [9,10]. 

III. R E S U L T A T S  

1. A c t i v i t 4  a r o m a t a s e  d a n s  l e s  c e l l u l e s  
g e r m i n a l e s  p u r i f i 4 e s .  

Les cel lules germinales  poss6dent  une  aroma- 
tase  capable de convertir  l 'androst6nedione en 
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ARNm de I "aromatase 289 I9o 

ARN slandard 2~0 I~ 

ARN tolal de spermatides rondes(ng)  250 250 250 250 250 25(i 250[ovaire) 

ARN du standard (attmote) 5 5 ] 0.5 0,1 o.05 

Figure 1: Exemple de RT-PCR quant i ta t ive  competi- 
tive. 

estrone. Cette activit6 augmente  en fonction 
du stade de d6veloppement de la cellule germi- 
hale (Tableau 1 ci-dessous). 

Spermatides Spermatocytes 
rondes pachyt6nes 

Activit6 
enzymatique 
(fmole/mg de 
prot6ine/min) 

34,25 178,2 

Le t6moin positif utilis6 est repr6sent6 par les 
prot6ines microsomia les  p lacenta i res  
humaines.  L'activit6 aromatase est de 97,8 
pmoles/mg de prot6ine/min. 

2. M i s e  e n  4 v i d e n c e  d e s  A R N m  de  l ' a r o m a -  
t a s e  d a n s  l e s  c e l l u l e s  g e r m i n a l e s  

L'6tude par RT-PCR nous a permis de met t re  
en 6vidence le messager  du cytochrome P450 
aromatase dans les spermatocytes pachyt6nes 
et les spermat ides  rondes (Fig.2). Un fragment  
unique de 289 pb a 6t6 amplifi6 ~ part ir  des 
ARN extraits des cellules germinales et des 
tubes s6minif'eres. La taille du fragment est  
identique ~ celui codant  pour le cytochrome 
P450 aromatase  dans l'ovaire de ratte; aucun 
signal n 'est  visible dans  I'ARN de muscle qui 
nous sert de t6moin n6gatif. 

3. Effe t s  d u  T G F  e t  d u  TNF s u r  l ' expres -  
s i o n  d u  g ~ n e  d e  l ' a r o m a t a s e .  

La technique de RT-PCR quanti tat ive comp6ti- 
tive a 6t6 utilis6e afin d 'est imer le contenu de 
chaque type cellulaire en messager du cyto- 
chrome P450 a romatase  et d'appr6cier les 
effets potentiels de TGF et du TNF sur l'ex- 
pression du g6ne. Les r6sultats sont repr6sen- 
t6s dans le tableau 2 ci-dessous. 

Q u a n t i t ~  d ' A R N m  a r o m a t a s e  
(attmoles / ~g d'ARN total) 
Spermatides Spermatocytes  
rondes pachyt6nes 

Cellules incubdes 
sans traitement 2,043 
+ Testostdrone 
(T, 200ng / ml) 3,494 
+ T (200ng / m l )+TNF 
(lOng / ml) 3,76 
+ T (200ng /ml )+TGF 
( lng  / ml) 

1,609 

2,595 

1,562 

0,53 

Le t6moin positif est repr6sent6 par I'ARN 
d'ovaire de ratte,  la quanti t6 d'ARNm sp6ci- 
fiques de l 'aromatase est de 19,8 at tmoles/~g 
d'ARN total. 

N ~' de dep6t 1 2 3 4 5 6 7 

2 6 4 7 p b  

300 pb 

250 pb 

289 pb 

Figure 2: Express ion de l 'aromatase  dans  les cel- 
lules germina le s  purif i~es.  L 'ampl i f i ca t ion  p a r  RT- 
PCR d'ARN ex t ra i t  de  cel lules  tes t icula ires  de  ra t  
adul te:  le m a r q u e u r  de ta i l le  ( l igne 1); spermato-  
cytes pachy t~nes  ( l igne  2); s p e r m a t i d e s  rondes  
( l igne 3); tubes s~minif~res ( l igne 4), ovaire  (t~moin 
posi t i f ,  l igne 5). L'ARN de muscle  (t~moin n~gatif ,  
l igne 6) et un b lanc  oft I'ARN est  remplac~ p a r  de 
r e a u  (l igne 7). 

IV. D I S C U S S I O N  

La pr6sente 6tude a d6montr6 que les cellules 
germinales  const i tuent  une  nouvelle source 
d'estrog6ne dans le testicule de rat  m~le adul- 
te. Ceci confirme les donn6es bibliographiques 
r6centes [8,9]. La purification par S taput  des 
diff6rents types de cellules germinales  a per- 
mis de mont re r  que chaque type cellulaire,  
spe rmatocy tes  pachy t6nes  et s p e r m a t i d e s  
rondes, a la capacit6 d 'aromat iser  les andro- 
g6nes en estrog6nes.  Cependan t ,  l 'activit6 
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enzymat ique  est 1000 fois plus faible par  rap- 
port ~ celle de l 'a romatase  placentaire  humai-  
ne. Dans les cellules germinales,  l 'activit6 aro- 
matase  augmente  en fonction du degr6 de leur 
matura t ion .  Levallet  et al., 1998 ont montr6 
que l'activit6 a romatase  est maximale  dans  les 
spermatozoides [9], alors que la production des 
estrog6nes par  les cellules de Sertoli de rat  
diminue en fonction de l'~ge: elle est minimale  
chez l 'adulte et inhib4e par les cellules germi- 
nales [2,18]. Ainsi la part icipation des cellules 
de Sertoli ~ l 'activit4 aromatase  tubula i re  est 
faible chez le ra t  adul te  et les cellules germi- 
nales repr6sentent  donc la source majeure  de 
la production d'estrog6nes dans les tubes s6mi- 
niFeres. 

L'6tude par  RT-PCR nous a permis de met t re  
en 6vidence le messager  de l 'aromatase dans 
les spermatocytes pachyt6nes et les sperma- 
tides rondes. Un f ragment  unique de 289 pb 
est amplifi6 ~ par t i r  d'ARN extrai t  de sperma- 
tocytes pachyt6nes,  spermatides  rondes, tubes 
s6minif'eres et ovaire de ratte.  Une coloration 
3B-HSD a 6t6 r6alis6e sur  un  aliquot de chaque 
fraction germinale;  aucune  contaminat ion  par 
les cellules de Leydig n'a 6t6 mise en 6vidence. 
La puret6 de ces cellules est 61ev6e, 90% pour 
les spermatocytes pachyt6nes et 95% pour les 
spermat ides  rondes. L'origine germinale  de 
l ' a romatase  amplifi6e ne fait aucun  doute 
puisque Janu l i s  et al. ,  1996 et Levallet  et al., 
1998 amplif ient  aussi, chez le ra t  adulte,  le 
messager  de l ' a romatase  ~ par t i r  d'ARN issu 
de spermatocytes pachyt6nes et spermat ides  
rondes [7,9]. 

Pour 6tudier  la r6gulation du g6ne de l 'aroma- 
tase, nous nous sommes pos6s la question de 
savoir si le TGFB et le TNF(z peuvent  influen- 
cer la synth6se de I 'ARNm de l 'aromatase  dans 
les cellules germinales  purifi6es. Le choix de 
ces facteurs s ' imposait pour les raisons sui- 
vantes: 

-le TGFB est d 'une par t  produit  par  les cellules 
de Sertoli et les cellules germinales  [11]. Les 
r6cepteurs I et II de ce facteur ont 6t6 localis6s 
dans les cellules somatiques mais  aussi  dans 
les cellules germinales:  spermatocytes et sper- 
mat ides  [15]. D 'autre  par t  il a 4t6 d6montr6 
que le TGFfl inhibe l 'aromatase ser tol ienne sti- 
mul6e par  la FSH [11]. 

-le TNFa  est une  cytokine secr6t6e par les cel- 
lules de Sertoli et les cellules germinales sur- 
tout les spermat ides  rondes. Le TNFa  a des 
actions diverses, il s t imule la prolif6ration des 
cellules germinales  primordiales et s'oppose 
la production de l ' a romatase  dans les cellules 
de Sertoli [11], alors qu'il stimule l 'expression 
du g6ne de l ' a romatase  dans les cellules adi- 
peuses humaines  [22]. 

Dans le but d 'es t imer  le contenu en messager  
de l 'aromatase dans  les cellules germinales et 
d 'analyser les effets du TGFf] et du TNFr sur 
l 'expression du g6ne, nous avons employ6 une 
technique sensible, la RT-PCR quanti tat ive 
comp6titive. Nous avons observ6 une diminu- 
tion de la quanti t6 d 'ARNm de l 'aromatase en 
fonction de degr6 de matura t ion  de la cellule 
germinale et cela inversement  par rapport  
l'activit6 enzymatique.  Ceci est probablement 
dfi ~ un d6calage temporel  au cours de la sper- 
matogen6se ent re  l 'expression des ARNm et 
l 'apparition d 'une prot6ine active; ce d6calage 
favoriserait, au cours de la p6riode pr6puber- 
taire, un rapport  androg6ne / estrog6ne en 
faveur de la testost6rone, indispensable pour 
la spermatogen6se. 

La testost6rone test6e ~ une dose de 200ng/ml, 
stimule la synth6se d 'ARNm de l 'aromatase 
dans les deux types cellulaires 6tudi6s. Cette 
observation confirme les donn6es rapport6es 
par Vornberger et al., (1994) qui mont ren t  la 
pr6sence de r6cepteurs  aux androg6nes dans 
les cellules germinales  du rat,  sugg6rant ainsi 
que les androg6nes r6gulent  d'une mani6re  
directe la spermatogen6se [21] mais pourquoi 
pas aussi via la synth6se des estrog6nes [9]. 

Nos r6sultats pr61iminaires montrent  que la 
stimulation de l 'expression de l 'aromatase par  
la testost6rone est abolie sous l'effet du TGFB 
(lng/ml) au n iveau  des spermatides rondes; 
cependant  au n iveau  des spermatocytes pachy- 
t6nes l'effet de ce facteur reste ~ d6terminer.  
L'action du TGFa  necessite la coop6ration de 
deux types de r6cepteurs:  le r6cepteur de type 
I et de type II. En  effet, la liaison du TGFB au 
r6cepteur de type II est  insuffisante, ce dern ie r  
requiert  le r4cepteur  de type I pour que la 
t ransduct ion du signal ait  lieu. Notre r6sul tat  
obtenu coincide avec l ' augmen ta t ion  du 
nombre de r6cepteurs de type I au stade des 
spermatides [15]. 
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Q u a n t  ~ l ' a j o u t  d u  T N F a  ( 1 0 n g / m l )  a u x  c e l l u l e s  

i n c u b ~ e s  a v e c  l a  t e s t o s t e r o n e ,  ce lu i - c i  i n d u i t  
u n e  l~ g~ r e  s t i m u l a t i o n  d e  r e x p r e s s i o n  de  l ' a ro -  

m a t a s e  d a n s  l e s  s p e r m a t o c y t e s  p a c h y t ~ n e s ,  
a l o r s  q u ' i l  i n h i b e  c e t t e  e x p r e s s i o n  d a n s  l e s  

s p e r m a t i d e s  r o n d e s .  C e t t e  f a i b l e  r ~ p o n s e  a u  

T N F a  d a n s  les  s p e r m a t o c y t e s  p a c h y t ~ n e s  sou-  

l~ve  les  q u e s t i o n s  s u i v a n t e s :  

- les  r ~ c e p t e u r s  d e  c e t t e  c y t o k i n e  s o n t - i l s  p r~-  

s e n t s  a u  n i v e a u  d e  l a  m e m b r a n e  c e l l u l a i r e  ~ ce  
s t a d e  d e  v i e  d e  l a  c e l l u l e  g e r m i n a l e  ? 

- l ' a c t i o n  d u  TNF (~  s u r  l es  s p e r m a t o c y t e s  p a c h y -  

t ~ n e s  n ~ c e s s i t e r a i t - e l l e  l a  p r e s e n c e  d ' a u t r e s  

f a c t e u r s  d e  c r o i s s a n c e  c o m m e  d a n s  l a  c e l l u l e  d e  
S e r t o l i  ( E G F )  [4] ? 

L e s  c e l l u l e s  g e r m i n a l e s  s o n t  c a p a b l e s  de  p r o d u i -  

r e  les  e s t r o g ~ n e s ,  m a i s  a u s s i  p r ~ s e n t e n t  d e s  

r 6 c e p t e u r s  a u x  e s t r o g ~ n e s  de  t y p e  8. L e s  e s t r o -  

g~nes  r ~ g u l e r a i e n t  d o n c  de  m a n i ~ r e  a u t o c r i n e  

(vo i r e  p a r a c r i n e )  l a  s p e r m a t o g e n ~ s e ,  m a i s  u n e  

s u r - e x p o s i t i o n  a u x  e s t r o g ~ n e s  p o u r r a i t  a v o i r  d e s  

e f f e t s  p a t h o l o g i q u e s  [3]. 

I1 a p p a r a ~ t  d o n c  i n t ~ r e s s e n t  d e  p o u r s u i v r e  

l ' ~ t u d e  d e  l a  r ~ g u l a t i o n  d e  l ' e x p r e s s i o n  d u  g ~ n e  

d e  l ' a r o m a t a s e ,  p o u r  c o m p r e n d r e  p a r  q u e l s  

m ~ c a n i s m e s  e t  s e l o n  q u e l  m o d e  l e s  f a c t e u r s  d e  

c r o i s s a n c e  e t  l es  c y t o k i n e s  c o n t r S l e n t  l a  p ro -  

d u c t i o n  d e s  e s t r o g ~ n e s  d ' u n e  p a r t ,  e n  f o n c t i o n  

d u  d ~ v e l o p p e m e n t  d e  l a  g o n a d e  e t  d ' a u t r e  p a r t  

e n  r e l a t i o n  a v e c  le  d ~ r o u l e m e n t  d e  l a  s p e r m a -  

t o g e n ~ s e .  
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b y  RT-PCR t h a t  g e r m  cel ls  e x p r e s s  a spec i f i c  
a r o m a t a s e  mRNA.  I n  a d d i t i o n  t h e  p r e l i m i n a -  
r y  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  a c o m p e t i t i v e  RT- 
P C R  m e t h o d  s h o w  t h a t  t e s t o s t e r o n e  e n h a n c e s  
t h e  e x p r e s s i o n  o f  a r o m a t a s e  i n  t h e  t w o  g e r m  
cel l  p o p u l a t i o n s .  T h a t  i n c r e a s e  o f  a r o m a t a s e  
t r a n s c r i p t s  is r e d u c e d  w h e n  s p e r m a t i d s  a r e  
i n c u b a t e d  w i t h  TGFI}. C o n v e r s e l y  t h e  add i -  
t i o n  o f  T N F ~  f u r t h e r  e n h a n c e s  t h e  a r o m a t a s e  
t r a n s c r i p t i o n  in  p a c h y t e n e  s p e r m a t o c y t e s  
w h e r e a s  a n  i n h i b i t o r y  e f f ec t  is  o b s e r v e d  w i t h  
s p e r m a t i d s .  T h e r e f o r e ,  in  r o d e n t  t e s t e s ,  meio-  
t ic  a n d  p o s t - m e i o t i c  g e r m  cel ls  r e p r e s e n t  a n  
a d d i t i o n a l  s o u r c e  o f  e s t r o g e n s ;  t o g e t h e r  w i t h  
e x i s t e n c e  o f  e s t r o g e n  r e c e p t o r s  (ERI}) o n  
t h e s e  ce l l s  t h e s e  d a t a  l i k e l y  s u g g e s t  a n  es t ro -  
g e n i c  c o n t r o l  o f  t h e  s p e r m i o g e n e s i s  in  s o m e  
m a m m a l s .  

Key words : aromatase,  estrogens, pachytene 
spermatocyte,  round spermatid,  RT-PCR, aroma- 
tase mRNA, TGF~, TNFa.  
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T h e  t e s t i c u l a r  f u n c t i o n s  a r e  m a i n l y  u n d e r  
g o n a d o t r o p i n s  c o n t r o l  b u t  l o c a l l y  - p r o d u c e d  
f a c t o r s ,  s u c h  as  g r o w t h  f a c t o r s ,  c y t o k i n e s  a n d  
s t e r o i d  h o r m o n e s  a r e  a l so  c o n c e r n e d  to  opt i-  
m i z e  t h e  s p e r m a t o g e n e s i s .  T h e  a b i l i t y  o f  t h e  
m a l e  g o n a d  to  t r a n s f o r m  i r r e v e r s i b l y  a n d r o -  
g e n s  i n t o  e s t r o g e n s  is k n o w n  a n d  r e l a t e d  to 
t h e  p r e s e n c e  o f  a r o m a t a s e .  I n  t h e  r a t  t e s t i s  
b e s i d e s  S e r t o l i  a n d  L e y d i g  cel ls ,  t h e  g e r m  
ce l l s  h a v e  t h e  c a p a c i t y  to  p r o d u c e  e s t r o g e n s  
b u t  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  a r o m a t a s e  g e n e  
e x p r e s s i o n  is p o o r l y  u n d e r s t o o d .  T h e  a i m  of  
o u r  w o r k  w a s  to s t u d y  t h e  p u t a t i v e  e f f e c t s  o f  
TGF/~ a n d  T N F ~  o n  t h e  a r o m a t a s e  e x p r e s s i o n  
in  p u r i f i e d  a d u l t  r a t  g e r m  cel ls .  P a c h y t e n e  
s p e r m a t o c y t e s  a n d  r o u n d  s p e r m a t i d s  h a v e  
t h e  c a p a c i t y  to  p r o d u c e  e s t r o g e n s  ( the  enzy-  
m e  a c t i v i t y  is 5-fold h i g h e r  i n  h a p l o i d  g e r m  
cel ls) .  U s i n g  spec i f i c  p r i m e r s  w e  h a v e  s h o w n  
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