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RI~SUMI~ 

Afin de  m i e u x  c o m p r e n d r e  l ' impl ica-  
t i on  des  f a c t e u r s  de  r ~ g u l a t i o n  de  la 
s p e r m a t o g e n ~ s e  en pa tho log i e  humai -  
ne, nous  avons  d~velopp~ u n e  m~thode  
de  m e s u r e  des  ARN message r s  (ARNm) 
p a r  r eve r s e  t r a n s c r i p t i o n  - p o l y m e r a s e  
cha in  r e a c t i o n  (RT-PCR), app l i cab le  
des  f r a g m e n t s  t e s t i c u l a i r e s  de  p e t i t e  
ta i l le ,  te ls  que  c e u x  o b t e n u s  lors  des  
b iops ies  tes t icu la i res .  Nous  p r~sen tons  
ici les a spec t s  m ~ t h o d o l o g i q u e s  d~ve- 
lopp~s p o u r  r~pondre  aux  c o n t r a i n t e s  
li~es : 

�9 ~ la tai l le r~dui te  des  ~chanti l lons,  

�9 au  ca rac t~ re  non  r e n o u v e l a b l e  de la 
b iops ie  t e s t i cu la i r e  ch i rurg ica le ,  

�9 a u  f a i t  q u e  la  p a t h o l o g i e  ~ t u d i ~ e  
indu i t  une  modi f i ca t ion  de  la compo-  
s i t i o n  c e l l u l a i r e  d e s  ~ c h a n t i l l o n s  
( ra re fac t ion  des  cel lules  de la lign~e 
germinale) .  

Les  d ~ v e l o p p e m e n t s  m d t h o d o l o g i q u e s  
ont  ~td effectu~s ~ p a r t i r  des tes t icu les  
pr~lev~s chez  un  su je t  en  ~tat  de mor t  
cd rdbra le  (h is to logie  normale )  e t  de  3 
t e s t i c u l e s  p a t h o l o g i q u e s  o b t e n u s  lors  
de  c a s t r a t i o n  p o u r  c a n c e r  de la pros ta-  
t e  e t  p r ~ s e n t a n t  d e s  t r o u b l e s  de  la  
s p e r m a t o g e n ~ s e .  N o u s  a v o n s  m e s u r ~  

l ' e x p r e s s i o n  de  g~nes  m a r q u e u r s  de  
d i v e r s  t y p e s  c e l l u l a i r e s ,  c l u s t e r i n e  
p o u r  les ce l lu les  de Ser tol i ,  cy tochro -  
m e  P 4 5 0  s i d e  c h a i n  c l e a v a g e  
(CyP450scc)  p o u r  les ce l lu les  de  Ley-  
dig, p ro tamine-1  p o u r  les cel lules  ger- 
m ina l e s  pos t -m~io t iques  ; e t  d ' un  fac- 
t e u r  p a r a / a u t o c r i n e  t e s t i c u l a i r e ,  la  
sous  unit~ a de l ' inhibine,  pa r  r a p p o r t  

la l~-actine. Les  m ~ t h o d e s  d~ve lop-  
p~es p e r m e t t e n t  d ' ob ten i r  une  m e s u r e  
re la t ive  d 'un  ARNm d' int~r~t  p a r  rap-  
po r t  ~ un  ARNm de rdf~rence  ~ p a r t i r  
de 0,1 p g  d'ARN to ta l  (au l ieu de 10-40 
p g  en N o r t h e r n  Blot). 

La  m e s u r e  des  A R N m  de l ' a - i nh ib ine  
dans  des  ARN t e s t i cu l a i r e s  dilu~s p a r  
des  ARN d ' u n e  l ign~e ce l l u l a i r e  n'ex- 
p r i m a n t  p a s  l ' a - i n h i b i n e  ( H e p G 2 )  
m o n t r e  une  b o n n e  co r r e l a t i on  avee  les 
v a l e u r s  a t t e n d u e s  (r=0,989 ; p=0,0015) 
e t  u n e  b o n n e  c o r r d l a t i o n  e n t r e  RT- 
P C R  e t  N o r t h e r n  B l o t  ( r=0 ,995  ; 
p=0,0005). En  c o m p a r a n t  l ' e x p r e s s i o n  
des  g~nes ~tudi~s dans  les ~chant i l lons  
p a t h o l o g i q u e s  p a r  r a p p o r t  a u  s u j e t  
contr61e, on obse rve  une  b o n n e  corre-  
l a t ion  e n t r e  RT-PCR et  N o r t h e r n  b lo t  
( r=0 ,914  ; p = 0 , 0 0 0 2 ) .  N o s  r ~ s u l t a t s  
c o n c o r d e n t  avec  les cons t a t a t i ons  his- 
to logiques  : ab sence  d ' express ion  de la 
p ro tamine-1  dans  les t r o u b l e s  sdv~res 
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de la s p e r m a t o g e n ~ s e ,  a u g m e n t a t i o n  
de l ' e x p r e s s i o n  d u  C y P 4 5 0 s c c  en  cas  
d ' h y p e r p l a s i e  l e y d i g i e n n e .  L 'expres -  
s i o n  de  l ' a - i n h i b i n e  e s t  e n  r e l a t i o n  
avec  la p r o p o r t i o n  de  c e l l u l e s  soma-  
t i q u e s  d a n s  l e s  4 c h a n t i l l o n s .  C e c i  
ind ique  la n4cess i t4  d'une mesure  rela- 
t ive de rexp res s ion  des facteurs  para- 
cr ines ,  par  rappor t  ~ des  m a r q u e u r s  
sp4c i f iqu es  de c h a q u e  type  ce l lu la i re  
du  test icule .  

Ces  m 4 t h o d e s  v o n t  p e r m e t t r e  d e s  
4 t u d e s  de l ' e x p r e s s i o n  des  g ~ n e s  des  
facteurs  r4gulateurs  de la spermatoge-  
n~se  sur les b iops ies  tes t icula ires  r4a- 
l is4es lors des so ins  de l ' inferti l it4 des  
pat ients .  

Mots-clds : RT-PCR, quantification, A R N  mes- 
sagers, testicule, spermatogen~se, biopsie. 

INTRODUCTION 

La physiopathologie des troubles de la sper- 
matogen6se reste tr6s mal connue. Afin de 
mieux comprendre l ' implication des fac- 
teurs locaux de r6gulation de la spermato- 
gen~se en pathologie humaine, nous avons 
d6velopp6 une m6thode de mesure des ARN 
messagers (ARNm) par reverse transcrip- 
tion - polymerase chain reaction (RT-PCR), 
applicable h des fragments testiculaires de 
petite taille, tels que ceux obtenus lors des 
biopsies testiculaires. 

Nous pr6sentons ici les aspects m6thodolo- 
giques d6velopp6s pour  r6pondre  aux 
contraintes li6es : 

�9 h la taille r6duite des 6chantillons, 

�9 au caract6re non facilement renouvelable 
de la biopsie testiculaire chirurgicale en 
pratique clinique, 

�9 au fait que la pathologie 4tudi4e induit 
une modification de la composition cellu- 
laire des 6chantillons. 

Les troubles de la spermatogen6se sont 
caract6ris6s par une rar6faction des cellules 

de la lign6e germinale dans l'4chantillon. 
Ainsi, on peut assumer que, parmi les ARN 
extraits des fragments de biopsie testiculai- 
re, la proportion des ARN provenant  de 
chaque type cellulaire du test icule sera 
variable selon la composition cellulaire de 
l '4chantillon et ainsi selon la pathologie 
6tudi6e. Pour analyser les r6sultats de la 
quantification des ARNm dans des 4chan- 
tillons pathologiques, nous nous sommes 
propos6s d'utiliser des ARNm sp4cifiques 
de divers types cellulaires comme des mar- 
queurs de r4f4rences. 

MATERIEL ET METHODES 

1. Echant i l l ons  t i ssula ires .  

Les d4veloppements m6thodologiques ont 
4t6 effectu4s ~ partir des testicules pr61ev6s 
chez un sujet de 23 ans en 6tat de mort 
c6r6brale. Le pr616vement des testicules a 
6t6 r6alis6 avant la parution de la loi bio6- 
thique du 29 Juillet 1994, lors d'4tudes r6a- 
lis6es avec l'accord du comit4 d'6thique de 
l 'Universit6 Claude Bernard et des Hos- 
pices Civils de Lyon [3]. Le parenchyme tes- 
t iculaire a 6t6 congel4 et conserv4 dans 
l'azote liquide jusqu'h l'extraction des ARN. 
L'6tude histologique a montr6 un aspect 
normal  du parenchyme test iculaire .  Ce 
sujet  sera d6nomm6 sujet  contr61e. Les 
valeurs  obtenues chez les aut res  sujets 
seront exprim4es de mani6re relat ive 
celles obtenues chez ce sujet. Les testicules 
obtenus lors des castrations pour cancer de 
la prostate chez 3 patients pr4sentant les 
troubles de la spermatogen6se d'intensit4 
vari4e, ont 6t6 congel6s et conserv6s dans 
l'azote liquide. L'6tude histologique a mon- 
tr6 les aspects suivants : 

�9 hypospermatogen6se avec production de 
spermatozoides dans moins de 10% des 
tubes, 

�9 atrophie parenchymateuse majeure avec 
fibrohyalinose et involution sertolienne 
des tubes s4minWeres, 

215 



* involution hyaline des tubes s6minWeres 
avec hyperplasie leydigienne. 

2. Reverse  transcript ion et polymerase  
chain react ion (RT-PCR) 

L'extraction des ARN totaux a 6t6 r6alis6e 
pa r  une  mod i f i ca t ion  de la m6 thode  de 
Chomczynski et Sacchi [11], apr~s broyage 
au polytron des fragments de parenchyme 
t e s t i c u l a i r e  congel6. L '6 tape  de r eve r s e  
transcription a 6t6 amorc~e par  oligodT, ce 
qui p e r m e t  l ' ampl i f ica t ion  u l t~ r i eu re  de 
t o u s l e s  A R N m  ~ ex t r~mi t~  poly-A. La 
reverse t ranscript ion est  r6alis6e ~ part i r  
d ' l  ttg d'ARN total dans un volume de 20 
pl. La PCR est r6alis6e h part ir  de 2 / t l  de 
produit de reverse transcription, provenant 
donc de 0,1/ tg d'ARN total. Les amorces de 
PCR sp6cifiques des g~nes ~tudi~s ont ~t6 
choisies de mani~re ~ avoir une taille de 20 
bases et une composition en CG de 45-55% 
CG (Tab leau  1). Ce t te  homog~n6i t6  des 
amorces permet  d'utiliser des conditions de 
t e m p e r a t u r e s  i d e n t i q u e s  pou r  t ous  les  
g~nes ~tudi6s : 1 min 30 94~ - 2 mn 55~ - 
3 mn 72~ Les amorces  de PCR ont  6t6 
choisies de mani~re ~ 6tre situ6es sur des 
exons d i f f6rents ,  ce qui  p e r m e t  d '6vi ter  
l 'amplif ication de I'ADN g6nomique. Une  
coamplification de I'ADN compldmentaire  

(cDNA) d'int6r6t et du cDNA de r6f6rence a 
~t6 r6alis6e dans le m6me tube, ce qui per- 
met le contr61e de l'absence de d6gradation 
des ARN et 6vite les variations d'amplifica- 
t ion en t re  les tubes  de PCR. Pour  6viter  
qu'une trop grande diff6rence d'expression 
entre le g~ne d'int6r~t et le g~ne de r6f6ren- 
ce coamplif i~ ne g6ne la quan t i f i ca t ion ,  
l'amplification a 6t6 d6cal6e avec adjonction 
des amorces du g~ne dont l 'expression est 
la plus forte de mani~re retard6e par rap- 
port  au d6but  de l 'amplif icat ion du g~ne 
dont l'expression est la plus faible. La r~v6- 
lation des produits  de PCR a 6t6 r6alis6e 
par  Sou thern  blot (61ectrophor~se en gel 
d 'agarose  1%, suivie d 'un  t r a n s f e r t  sous 
vide sur membrane de Nylon), puis hybri- 
dation avec les sondes de cDNA sp6cifiques 
des produi ts  amplifies,  marquees  au 32p. 
CTP par  la m6thode d 'amorce au hasa rd  
( random priming). Apr~s lavage h hau t e  
stringence, une autoradiographie a 6t6 r6a- 
lis6e h -70~ Cette m6thodologie pe rmet  
une r6v6lation des produits de PCR dont la 
sp6cificit6 est attest~e par leur taille et par 
l 'hybridation avec la sonde sp6cifique. Les 
images d'autoradiographie sont quantifi6es 
par  densitom6trie. Ne sont prises en comp- 
te  que  les  m e s u r e s  c o r r e s p o n d a n t  h la  
phase exponentielle d'amplification. 

T a b l e a u  1 : A m o r c e s  u t i l i s d e s  p o u r  la  R T - P C R .  

G~ne Amorces Taille du fragment R~f~rence de 
(paires de bases) la s~quence 

Clusterine Sens 5'-CAGAATTCATACGAGAAGGC-3' 330 Wong et al 
Anti-sens 5'-TAGTACTGGTCTTCGCCTTG-3' 1994 

CyP450scc Sens 5'-ACATCACCTACTTCCGGAAC-3' 122 Morohashi et al 
Anti-sens 5'-CAACTCTGAAGTTCTCCAGC-3' 1987 

Protamine-1 Sens 5'-AGGTACAGATGCTGTCGCAG-3' 115 Retief et al 
Anti-sens 5'-CAGCACCTCATGGCTCTCCT-3' 1994 

a-Inhibine Sens 5'-GAGGAAGAGGAGGATGTCTC-3' 660 Mason et al 
Anti-sens 5'-CAC CATGACAGTAGTGGAAG-3' 1986 

g-Actine Sens "court" 5'-GACAGGATGCAGAAGGAGAT-3' 166 Nakajima- 
Sens "moyen" 5'-CTGGACTTCGAGCAAGAGAT-3' 436 Iijima et al 
Sens "long" 5'-GCCATGTAC GTTGCTATCCA-3' 706 1985 
Anti-sens 5'-GACTCGTCATACTCCTGCTT-3' 
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Nous avons mesur~ l'expression de g~nes 
marqueurs de divers types cellulaires, la 
clusterine [10] pour les cellules de Sertoli, 
le cytochrome P450 side chain cleavage 
(CyP450scc) [5] pour les cellules de Leydig, 
la protamine-1 [7] pour les cellules germi- 
nales  post-m~iotiques ; et d 'un fac teur  
para/autocrine testiculaire, la sous unit~ a 
de l 'inhibine [4], par rapport au g~ne de 
r~f~rence classiquement utilis~, la B-actine 
[6]. 

3. N o r t h e r n  Blot  

Les mesures d'ARNm par Northern Blot 
ont ~t~ r~alis~es comme pr~c6demment  
d~crit [2]. Les ARN totaux oat ~t~ extraits 
par la m~thode de Chomczynski et Sacchi 
modifi~e [11], ~ partir des cellules en cultu- 
re pour la lign~e HepG2 et ~ partir de frag- 
ments de parenchyme testiculaire de taille 
sup~rieure (-- 100 mg) ~ celle des fragments 
b~opsiques, congel~s dans razote liquide et 
r~duits en poudre ~ l'aide d'un pilon avant 
d~cong~lation dans la solution d'extraction 
des ARN. 

RESULTATS 

La figure 1 montre que la  fluorescence UV 
en presence de bromure d'~thidium des pro- 
duits de PCR a une sensibilit~ insuffisante 
pour permettre une r~v~lation dans la zone 
d'amplification exponentielle. Par contre, 
l'utilisation de la m~thode de Southern blot 
- hybridation apporte, outre la specificitY, 
une sensibilit6 suffisante pour la r~v~lation 
des produi ts  de PCR pendan t  la phase  
exponentiel le  d 'amplification, condition 
n~cessaire pour que le rapport des produits 
de RT-PCR r e p r ~ s e n t e  le r a ppo r t  des 
ARNm dans l'~chantillon initial. 

L'effet du d~calage de l'amplification des 2 
g~nes coamplifi~s est illustr~ dans la Figure 
2. Cette m~thode permet d'6viter que la satu- 
ration de l 'amplification du g~ne le plus 
exprim~ ne survienne avant que l'expression 
du g~ne le moins exprim~ ne soit d~tectable. 

a-Inhibine fl-Actine 

etc .. .  

A=0 cycle 

A=3 cycles 

A=6 cycles 

�9 �9 B-Actine 

~-Inhibine 

~-Inhlbine 

~ �9 a-Inhibine 

16 17 18 19 20 21 22 23 

Nombre de eyc|es 

Figure 1 : Coamplification des cDNA de la 
~.act ine et de la Cluster ine obtenus p a r  
t ranscr ip t ion  inverse d'ARN de test icule 
histologiquement normal. Les produi ts  de 
PCR ont $td prdlevds apr~s 12 d 20 cycles 
d'amplification, s$par~s p a r  ~lectrophor~se 
sur gel d'agarose 1% en prdsence de bromu- 
re d'~thidium et rdv~lds p a r  fluorescence 
UV (en haut) .  Les p r o d u i t s  de PCR sont  
d~tectds en fluorescence UV d par t i r  de 16 
cycles. Les produits  de PCR ont dtd transfe- 
rals du ge l  sur  une membrane  de nylon, 
hybrid~s avec des sondes de eDNA de la ~. 
actine et de la Clusterine marqudes au 32p. 
Les membranes de nylon ont $td lavdes 
haute stringence (0,1xSSC ; 65~ L'autora- 
diographie est prdsent$e au milieu. Le gra- 
phique donne les rdsultats de l'analyse den- 
s i tomdtrique de l 'autoradiographie  et la 
reprdsentation du taux thdorique d'amplifi- 
cation de let PCR. On constate que rampli- 
f i c a t i o n  es t  e x p o n e n t i e l l e  (dche l le  des  
ordonndes logarithmique) jusqu'~ 16 cycles. 

La Figure  3 mont re  les r~sul ta ts  de la 
mesure relative des ARNm de l'a-inhibine 
par rapport ~ ceux de la B-actine par RT- 
PCR et par Northern Blot sur des solutions 
d'ARN totaux constitutes par m~lange en 
proportion connue d'ARN totaux de testicu- 
le bumain normal (exprimant l'a-inhibine) 
et d'ARN totaux d'une lign6e cellulaire 
d'h~patocarcinome humain (HepG2) n'ex- 
p r iman t  pas l 'a - inhibine.  I1 existe  une 

217 



bonne corr61ation entre les r6sultats de la 
RT-PCR et les valeurs attendues du fair de 
la di lut ion (r=0,989 ; p=0,0015) et une 
bonne corr61ation entre RT-PCR et Nor- 
thern Blot (r=0,995 ; p=0,0005). 

Fluorescence  UV du bromure d'6thidium ] 

fl-Actine (330bp) 
Clusterine (660bp) 

[Autoradiographie du Southern blot (32p) J 

fi-Actine (330bp) 
Clusterine (660bp) 

e ~  
r162 

o ~  

10000 

'~  100 
$ 

10 

. : i l l  s il i l  
12 13 14 15 16 17 18 19 20 

Nombre de cycles 

Clusterine 
fl-Actine . - 
Theorique . / J 

/ 

12 13 14 15 16 17 18 19 20 
Nombre de cycles 

Figure 2 : Inf luence du ddcalage  du ddbut  
de  l 'ampl i f i ca t ion  de la f l-actine en coam.  
p l i f i ca t ion  avec l'a-inhibine. En haut ,  schd- 
m a  du  p r o t o c o l e  e x p d r i m e n t a l .  L a  t rans -  
cr ipt ion inverse d 'ARN a dtd rdalisde d par -  
t i r  d 'ARN to ta l  de  t e s t i cu l e  h i s to log ique-  
m e n t  normal .  Les  a m o r c e s  spdc i f iques  de  
l ' a - inh ib ine  o n t  dtd m i s e s  d u n s  le m i l i e u  
rdact ionnel  au  ddbut  de  l 'ampl i f icat ion p a r  
PCR,  les  a m o r c e s  de  la  f l . a c t i n e  o n t  dtd 
mises  duns  le mi l i eu  rdac t ionnel  en m~me 
temps (A=0) ou avec un ddcalage de A=3 ou 6 
cyc les .  En bus,  i m a g e  des  a u t o r a d i o g r a -  
ph ies  : on observe qu'en absence de ddcala- 
ge,  l ' image  a u t o r a d i o g r a p h i q u e  de  la  ft. 
a c t i n e  es t  s a t u r d e  l o r sque  l ' image  de  l'a- 
inhibine  dev ient  visible. Le ddcalage p e r m e t  
d ' a n a l y s e r  les 2 p r o d u i t s  d ' a m p l i f i c a t i o n  
s imul tandment  en p h a s e  exponentielle.  

En c o m p a r a n t  la m e s u r e  re la t ive  des 
ARNm des diff6rents g6nes 6tudi6s par rap- 
port aux ARNm de la g-actine dans les 
6chantillons pathologiques par rapport au 
sujet contr61e, on observe une bonne corr6- 
la t ion  en t r e  RT-PCR et N o r t h e r n  blot 
(r=0,914 ; p=0,0002) (Figure 4). La corr61a- 
tion des r6sultats obtenus par RT-PCR r6a- 
lis6es soit ~ partir d'ARN extrait de frag- 
ments biopsiques (1-5 rag) soit ~ partir des 
fragments de taille plus importante (-- 100 
mg) est  auss i  s a t i s f a i s a n t e  (r=0,931 ; 
p=0,0003). 

Les r6sultats de la mesure des ARNm des 
g6nes consid6r6s comme marqueurs de dif- 
f6rents types cellulaires dans le testicule 
concordent avec les constatations histolo- 
giques (Figure 5) : absence d'expression de 
la protamine-1 dans les troubles s6v6res de 
la spermatogen6se, augmentation de l'ex- 
pression du CyP450scc en cas d'hyperplasie 
leydigienne. L'expression de l'a-inhibine est 
trouv6e augment6e dans les 6chantillons 
pr6sentant des troubles de la spermatoge- 
n6se et apparait en relation avec la propor- 
tion de cellules somatiques dans les 6chan- 
tillons. 

DISCUSSION 

Bien que les alt6rations de la spermatoge- 
n6se soient responsables d'une proportion 
importante des cas d'infertilit6 masculine, 
les donn6es physiopathologiques res tent  
encore parcellaires dans ce domaine. Les 
faibles quantit6s de tissus pathologiques 
disponibles par biopsie testiculaire ont jus- 
qu'ici limit6 les investigations fonction- 
nelles dans les troubles de la spermatoge- 
n~se. I1 est ainsi apparu int6ressant d'utili- 
ser la m6thode de RT-PCR qui pe rme t  
l'analyse de l'expression des g6nes ~ partir 
de quantit6s tr~s faibles de tissus. Nous 
pr6sentons ici les r6sultats de la raise au 
point m6thodologique qui permet une quan- 
tification des ARNm dans des fragments de 
parenchyme test iculaire  de peti te taille 
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Northern blot versus R T - P C R  

i m  
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Northern blot (% du contr61e) 

�9 ARNm Clusterine / ARNm B-actine 
�9 ARNm ~-inhibine / ARNm fi-actine 
o ARNm CyP450scc / ARNm fi-actine 

ARNm Protamine-1 / ARNm fl-actine 

Figure  3 : Mesure  des A R N m  de l 'a - inh ib ine  p a r  r a p p o r t  a u x  A R N m  de la ]J-actine p a r  
RT-PCR et  p a r  N o r t h e r n  Blot.  Les  dchant i l lons  analysds  ont  dtd des A R N  to taux  ex t ra i t s  
d 'un  tes t icule  h i s to log iquemen t  n o r m a l  (Test icule  100%), des A R N  to taux  ex t ra i t s  de cel- 
lules de la lignde d 'h~patocarc inome  h u m a i n  HepG2 (HepG2 100%), et  d ' un  m~lange  des 2 
solut ions  d ' A R N  to taux  selon les propor t ions  indiqudes  : Tes t icu le  25%-HepG2 75% ; Testi- 
cule 50%-HepG2 50% ; Tes t icule  75%-HepG2 25% s u r  la base de la masse  d ' A R N  total, mesu .  
rde p a r  la densi t~ opt ique  d 260nm. P o u r  cha cune  des condi t ions,  1 l~g d ' A R N  total  ~ dtd 
uti l isd p o u r  la RT,  20 p g  p o u r  le N o r t h e r n  blot. A : I m a g e  a u t o r a d i o g r a p h i q u e  des p r o d u i t s  
de RT-PCR,  B : I m a g e  a u t o r a d i o g r a p h i q u e  des  N o r t h e r n  blots r~alisds avec  la sonde  a- 
inh ib ine  en haut ,  f l-actine au  mil ieu.  En  bas est  prdsentde  l ' image de la f luorescence  en UV 
des A R N  sur  de la m e m b r a n e  de ny lon apr~s dlectrophor~se en p re sence  de b romure  d'dthi- 
d i u m  et  t rans fer t .  C : r eprdsen ta t ion  de la corrd la t ion  des rappor t s  A R N m  a - inh ib ine  / 
A R N m  ]~-actine obtenus  p o u r  les divers  mdlanges  d 'ARN,  et  mesurds  p a r  N o r t h e r n  blot  et  
RT-PCR.  Les valeurs  sont  exprimdes  en % du  contrSle,  c 'est  ~ dire  en % de la va l eur  obtenue  
p o u r  les A R N  de tes t icule  non di luds p a r  des A R N  d'HepG2. 

telle que ce qui est obtenu lors des biopsies 
testiculaires. La mise au point m6thodolo- 
gique a ~t~ r6alis~e fi l'aide de t issus testi- 
culaires disponibles en plus grande quanti- 
t6 ce qui permet  de comparer les r~sultats 
de la RT-PCR ~ ceux de la m~thode clas- 
sique de quantification des ARNm par Nor- 
thern Blot. 

Etant  donn~ les incertitudes physiopatholo- 
giques dans les troubles de la spermatoge- 
n~se nous avons choisi des m~thodes qui 
peuvent  ~tre util is~es pour  me surer  l'ex- 
pression de diff~rents g~nes. L'amorce de la 
reverse  t ranscr ip t ion  par  oligodT permet  
d 'ut i l iser  les m~mes produi ts  de RT pour  
diff~rents ARNm pourvu qu'ils poss~dent  
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Figure 4 : Corrdlat ion entre les mesures  des 
A R N m  p a r  RT-PCR et  p a r  Nor thern  Blot, d 
p a r t i r  d 'ARN to taux  ex t ra i t s  de  tes t icules  
de 3 pa t i en t s  p rdsen tan t  des troubles de  la 
s p e r m a t o g d n ~ s e ,  p a r  r a p p o r t  un s u j e t  
contrDle a y a n t  une h is to log ie  t e s t i c u l a i r e  
normale.  

une extr4mit4 3' polyad6nyl6e. Pour norma- 
liser les r6sultats concernant les facteurs 
6tudi6s d'un pr616vement h l'autre et pour 
v6rifier l'absence de d6gradation des ARN 
d'un 6chantillon, nous avons choisi d'utili- 
ser la coamplification du facteur 4tudi6 et 
d'un g6ne ubiqui ta i re  h expression non 
r6gul6e [1] comme la B-Actine [6]. La 
m4thode d6ve!opp6e permet d'obtenir une 
mesure relative d'un ARNm d'int6r~t par 
rapport h u n  ARNm de r6f6rence h partir 
de 0,1 ttg d'ARN total au lieu de 10-40 ttg 
en Northern Blot. Les fragments biopsiques 
permettant  d'obtenir de 2 ~ 10 iug d'ARN 
total, on peut effectuer une quantification 
de 20 h 100 g6nes. Les exp6riences de com- 
paraison des mesures des ARNm par RT- 
PCR et par  Nor the rn  blot  donnent  des 
r6sultats satisfaisants si on en juge par les 
corr61ations significatives avec coefficients 
de corr61ation sup6rieurs ~ 0,9. L'exp6rien- 

ce de dilution d'ARN testiculaire par de 
I'ARN d'une lign6e n'exprimant pas le g6ne 
mesur6 montre la bonne corr61ation avec 
les valeurs th6oriques attendues. 

L'interpr6tation physiologique des r6sultats 
de mesure de ARNm dans les biopsies testi- 
culaires est rendue d61icate du fait  des 
nombreux types cellulaires pr4sents dans le 
tes t icule .  Nous avons choisi pour cet te  
6tape de mise au point m6thodologique des 
4chantillons permettant de juger des varia- 
tions des marqueurs de certains types de 
cellules testiculaires selon l'importance de 
la d6pl6tion en cellules germinales, c'est 
dire en fonction de l'intensit6 du trouble de 
la spermatogen6se. Comme attendu, l'ex- 
pression de la protamine-1 qui est sp6ci- 
fique des cellules germinales post-m6io- 
t iques n'est pas trouv4e dans les 6chan- 
tillons pr4sentant des troubles intenses de 
la spermatogen6se avec absence de cellules 
germinales post-m6iotiques et est diminu6e 
en cas d'hypospermatogen6se. L'expression 
du cytochrome P450scc, enzyme de la st4- 
roidog6n6se sp6cifique des cellules de Ley- 
dig, augmente en fonction de la d6pl4tion 
relative en cellules du tube s6minif'ere. Son 
expression est maximale dans le cas d'hy- 
perplasie leydigienne comme attendu. Les 
ARNm de la c lus te r ine  ont 6t6 choisis 
comme marqueurs Sertolien car ce g6ne est 
fortement exprim6 dans les cellules de Ser- 
toli et son expression a 6t6 trouv6e ind6pen- 
dante de l'6tat hormonal et de la pr6sence 
de cellules germinales chez le rat. [8]. On 
trouve une relation entre l'expression de la 
clusterine et l'aspect des tubes s6minif'eres. 
Une 6tude plus pr6cise des variations de 
l'expression de la Clusterine selon le rap- 
port entre les cellules de Sertoli et les cel- 
lules germinales dans les tubes s6miniFeres 
devra ~tre conduitel L 'expression de la 
sous-u'nit6 a de l'inhibine est trouv6e para- 
doxalement  augment6e  dans les cas de 
trouble de la spermatogen6se par raplJort 
au sujet normal. I1 semble que la proportion 
d'ARNm de la sous-unit6 a de l 'inhibine 
soit augment6e dans ARN totaux testicu- 
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Figure  5 : Re la t i on  entre  mesure  des  A R N m  p a r  RT-PCR et his to logie  tes t ieulaire .  L a  mesu- 
re des  d i f fdrents  A R N m  dtudids ,  r a p p o r t d e  a u x  A R N m  de  la  fl-actine, a dtd expr imde  de  
manidre  re la t ive  au  rdsu l ta t  ob tenu p o u r  le suje t  contr61e d o n t  l 'his tologie t es t i cu la i re  est  
normale .  

laires lors de la rar6faction des cellules ger- 
minales dans les troubles de la spermatoge- 
n~se. Les valeurs 61ev6es d'ARNm trouv6es 
dans le cas de l 'hyperplasie leydigienne 
sugg~rent fortement une expression de la 
sous-unit6 a de l'inhibine dans les cellules 
de Leydig comme cela a 6t6 montr6 pour les 
cellules de Leydig de rat  adulte [9]. Ces 
r6sultats indiquent clairement la n6cessit6 
d'une mesure relative de l'expression des 
facteurs paracrines, par rapport/~ des mar- 
queurs sp6cifiques de chaque type cellulaire 
du testicule, dans les troubles de la sperma- 
togen~se. Une approche compl6mentaire 
permettant de pr6ciser la localisation cellu- 
laire des ARNm quantifi6s par la PCR sera 
n6cessaire pour une compr6hension complY- 

te des modifications fonctionnelles au cours 
des troubles de la spermatogen~se. Hybri- 
dation in situ et mesure des ARNm par RT- 
PCR nous apparaissent des m6thodes com- 
pl6mentaires. 

Ces m6thodes vont permettre des 6tudes de 
l'expression des g~nes des facteurs r6gula- 
teurs de la spermatogen6se sur les biopsies 
testiculaires des patients pr6sentant des 
troubles de la spermatogen~se. 

Ce t rava i l  a dtd f inancd  p a r  le Rdseau de 
Recherche Clinique I N S E R M  n ~ 493010, la Com- 
mission Recherche des Hospices Civils de Lyon et 
le Minist~re de la Santd (Projet Nat ional  de 
Recherche Clinique). Les auteurs remercient ia 
Socidtd d'Andrologie de Langue Franfaise pour 
le Prix de Poster accordg dtce travail lors du 
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T h e  p h y s i o p a t h o l o g y  o f  a b n o r m a l  
s p e r m a t o g e n e s i s  in  i n f e r t i l e  m e n  
remain  large ly  u n k n o w n .  To ana lyse  
gene  express ion  in the testis,  we  deve- 
lopped a method of  relat ive quantifica- 
t ion of  mRNA by reverse  transcriptase  
po lymerase  chain  reac t ion  (RT-PCR), 
s u i t a b l e  for  t e s t i c u l a r  b i o p s i e s .  The  
m e t h o d o l o g i c a l  s trategy  was  adapted  
to the constraints  due to �9 

�9 the  small  s ize  o f  the  t i ssue  samples  
and 

�9 the  modif icat ion o f  the cel lular com- 
pos i t ion o f  the t issue by the patholo-  
g i c a l  s t a t e  i t s e l f  i .e .  r e d u c t i o n  o f  
germ cell  number by the spermatoge-  
nic defect.  

Pre l iminary exper iments  were  perfor- 
med us ing  testes  obtained from one 23 
years  o ld  subjec t  in r e c e n t  c e r e b r a l  
death (normal spermatogenes i s  on his- 
to logical  examinat ion)  and 3 pat ients  
w i t h  p r o s t a t e  c a n c e r  w i t h  the  fo l lo-  
w i n g  his to logical  f indings  : hyposper-  
matogenes i s  w i th  product ion  o f  sper- 
matozoa in less than 10% of  the semini-  
f e r o u s  t u b u l e  s e c t i o n s ,  s e m i n i f e r o u s  
tubule  atrophy wi th  f ibrohya l inose ,  or 
wi th  hyal inose  and Leydig cell hyper- 
plasia. 

We m e a s u r e d  m R N A  l e v e l s  o f  g e n e s  
cons idered as markers  of  dif ferent  cell 
types,  Clusterin for Sertoli  cells, cyto- 
c h r o m e  P 4 5 0  s i d e  c h a i n  c l e a v a g e  
(CyP450scc) for Leydig cells and prota- 
mine-1 for  germ cel ls ,  and inh ib in  a- 
subunit  as paracrine/endocrine  factor, 
r e l a t i v e l y  to  t h e  w i d e . s p r e a d  u s e d  
gene  o f  reference  I~-actin. 

The chosen  methods  w e r e  as fo l lows  : 

222 



t o t a l  RNA e x t r a c t i o n ,  p r i m i n g  of  t h e  
RT w i t h  o l igo-dT,  p r i m e r  fo r  P C R  of  
s i m i l a r  c o m p o s i t i o n  (20-mer ,  45-55% 
CG), l oca t ed  on  d i f f e ren t  exons,  coam- 
p l i f ica t ion  of  t he  cDNA of i n t e r e s t  w i t h  
the  cDNA of  r e f e r ence  in  t he  same  PCR 
tube ,  de l ayed  b e g i n i n g  of  ampl i f i ca t ion  
of  t he  h ighe s t  exp re s sed  gene  to avoid  
a t o o  h i g h  d i f f e r e n c e  in  t h e  m R N A  
leve ls  o f  t h e  two  c o a m p l i f i e d  cDNAs, 
r e v e l a t i o n  of  P C R  p r o d u c t s  by  Sou-  
t h e r n  b lo t  a n d  h y b r i d i z a t i o n  w i t h  32P- 
CTP labe l led  p robes ,  a u t o r a d i o g r a p h y  
a n d  d e n s i t o m e t r y  of  t he  s ignals  obtai-  
n e d  d u r i n g  t h e  e x p o n e n t i a l  p h a s e  of  
t h e  a m p l i f i c a t i o n .  S u c h  a p r o c e d u r e  
a l lowed  to m e a s u r e  t he  mRNA of  in ter-  
es t  re la t ive ly  to the  mRNA of  r e f e r ence  
w i th  0.1 p g  of  to ta l  RNA ( ins tead  of  10- 
40 p g  for  N o r t h e r n  blot). 

T h e  m e a s u r e m e n t  by  RT-PCR of  inhi-  
b i n  a - s u b u n i t  m R N A s  i n  t e s t i c u l a r  
RNAs m i x e d  w i t h  k n o w n  a m o u n t s  o f  
RNAs e x t r a c t e d  f rom a h u m a n  hepa to -  
m a  ce l l  l i n e  w h i c h  d i d  n o t  e x p r e s s  
i n h i b i n  a - s ubun i t  gene  (HepG2), was  in  
g o o d  c o r r e l a t i o n  w i t h  t h e  e x p e c t e d  
va lues  (r=0.989 ; p=0.0015), as wel l  as 
w i t h  N o r t h e r n  b l o t  v a l u e s  (r=0.995 ; 
p=0.0005). The  r e su l t s  of  mRNA measu-  

r e m e n t  by  RT-PCR in  t h e  pa tho log i ca l  
t es tes ,  r e l a t i ve ly  to t h e  n o r m a l  tes t i s ,  
w e r e  in  g o o d  c o r r e l a t i o n  w i t h  Nor -  
t h e r n  b l o t  ( r=0.914 ; p=0 .0002) ,  a n d  
r e s u l t s  o f  R T - P C R  p e r f o r m e d  f r o m  
s m a l l  b i o p s y  t i s s u e  s a m p l e s  (1-5 mg)  
a n d  f r o m  l a r g e r  t i s sue  s a m p l e s  (-- 100 
mg) w e r e  in  good  c o r r e l a t i o n  (r=0.931 ; 
p=0.0003). O u r  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t a n t  
w i t h  h i s to log ica l  f i nd ings  : l ack  of  pro-  
t a m i n e - 1  e x p r e s s i o n  in  t h e  c a s e s  o f  
t o t a l  s p e r m a t o g e n i c  f a i l u r e  a n d  
i n c r e a s e d  C y P 4 5 0 s c c  in  L e y d i g  ce l l  
h y p e r p l a s i a .  T h e  i n h i b i n  a - s u b u n i t  
m R N A  levels  w e r e  m a i n l y  d e p e n d a n t  
on  t he  c o n t e n t  of  t h e  s amp le s  in  soma-  
t i c  c e l l s  o f  t h e  t e s t i s .  O u r  r e s u l t s  
u n d e r l i n e  t h a t  t he  use  of  specif ic  mar-  
ke r s  of  t he  d i f f e ren t  cell  t ypes  is requi -  
r e d  to give a p h y s i o p a t h o l o g i c a l  signi- 
f i c a n c e  to  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  
p a r a c r i n e  f a c t o r  m R N A s  in  c a s e  o f  
s p e r m a t o g e n i c  defects .  

These  m e t h o d s  will  a l low to s t u d y  t he  
e x p r e s s i o n  of  g e n e s  i n v o l v e d  in  t h e  
l o c a l  c o n t r o l  o f  s p e r m a t o g e n e s i s  i n  
smal l  t e s t i cu l a r  b iospies .  

Keywords : RT-PCR, quantification, messager 
RNA, testis, spermatogenesis, biopsy. 
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