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RESUME 

La  c o n v e r s i o n  i r r e v e r s i b l e  des  and ro -  
g~nes  en  e s t rog~nes  es t  li~e ~ r e x i s t e n c e  
d ' u n  c o m p l e x e  e n z y m a t i q u e  
m i c r o s o m i a l  : le c y t o c h r o m e  P450 a roma-  
tase.  Chez les mammif~res ,  la  p r e s e n c e  de 
ce t te  p ro t~ ine  d a n s  le t e s t i cu le  es t  depu i s  
l o n g t e m p s  ~tabl ie .  En  effet, les ARNm 
c o d a n t  p o u r  le c y t o c h r o m e  P450 a roma ta -  
se (P450arom),  a in s i  q u ' u n e  ac t iv i t~  enzy-  
m a t i q u e  on t  ~t~ d~tect~s  n o n  s e u l e m e n t  
d a n s  les ce l lu les  s o m a t i q u e s  du  t e s t i cu le  
(cel lules  de Ser to l i  et  ce l lu les  de Leydig) ,  
ma i s  ~ g a l e m e n t  d a n s  les ce l lu les  germi-  
na l e s  de n o m b r e u s e s  esp~ces.  Chez  l 'hom- 
me, la  p r e s e n c e  i n t r a c e l l u l a i r e  d 'es t ro-  
g~nes  et  la  mise  en  ~v idence  d ' un  r~cep- 
t e u r  p o u r  ces h o r m o n e s  son t  a u t a n t  de 
donn~es  p e r m e t t a n t  d ' e n v i s a g e r  les sper-  
ma tozo~des  c o m m e  des  c e l l u l e s  c ib le  
e t /ou des  ce l lu les  source  d ' es t rog~nes .  Le 
b u t  de n o t r e  t r a v a i l  a donc  ~t~ d '~ tud i e r  
la  poss ib i l i t~  p o u r  les  s p e r m a t o z o i d e s  
h u m a i n s  de s y n t h ~ t i s e r  des  e s t rog~nes  en  
r e c h e r c h a n t  d ' une  pa r t ,  la  p r e s e n c e  de 
t r a n s c r i t s  c o d a n t  p o u r  le P450arom et  
d ' a u t r e  pa r t ,  en  m e s u r a n t  les t a u x  in t r a -  
ce l l u l a i r e s  d ' e s t rad io l .  Des ARNr  18 S e t  
28 S on t  ~t~s mis  en  ~v idence  d a n s  10 des  
14 ~ c h a n t i l l o n s  de s p e r m e s  ~tudi~s  prove-  
n a n t  de p a t i e n t s  n o r m o s p e r m e s .  A l ' a ide  

d ' amorces  sp~cif iques ,  nous  avons  d~tec- 
t~ p a r  RT-PCR ( t r a n s c r i p t i o n  i n v e r s e  
associ~e ~ u n e  p o l y m ~ r i s a t i o n  en  cha ine )  
r A R N m  de l ' a r o m a t a s e  d a n s  t ro i s  ~chan-  
t i l lons ,  a lors  que  tous  e x p r i m e n t  I 'ARNm 
c o d a n t  p o u r  la GAPDH. Une  "semi-nes-  
t ed -PCR"  nous  a a lors  p e r m i s  de confir-  
m e r  la  p r e s e n c e  de t r a n s c r i t s  de l ' a roma-  
t a se  d a n s  les ~chan t i l l ons  o1:1 le s igna l  
n '~ ta i t  pas  v is ib le  en  p r e m i e r e  PCR. Les 
t a u x  i n t r a c e l l u l a i r e s  d ' e s t rog~nes  d a n s  le 
s p e r m a t o z o i d e  h u m a i n  v a r i e n t  de 47 
222 fmol /~ jacula t  et  son t  en  acco rd  avec  
ceux  p r ~ c ~ d e m m e n t  publ i~s .  E n  conclu-  
sion,  nous  r a p p o r t o n s  p o u r  la  premi/~re 
fois  la  p r e s e n c e  de m e s s a g e r s  codan~ 
p o u r  le P450arom d a n s  le s p e r m a t o z o i d e  
h u m a i n ,  et  la  poss ib i l i t~  de l eu r  t r aduc -  
t ion  en  p ro t~ ine  b i o l o g i q u e m e n t  act ive .  
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I. I N T R O D U C T I O N  

Les estrog6nes, hormones st6roides synth6ti- 
s6s dans la plupart des tissus, apparaissent 
comme des modulateurs essentiels dans de 
nombreuses fonctions physiologiques et patho- 
logiques. Les estrog6nes ont longtemps 6t6 
consid6r6s comme des hormones typiquement 
f6minines, mais ta production de ces st6ro~des 
par le testicule de mammif'eres est maintenant  
clairement 6tablie [pour revue, 4]. La transfor- 
mation irr6versible des androg6nes en estro- 
g6nes est catalys6e par un complexe enzyma- 
tique constitu6 de deux entit6s : le cytochrome 
P450 aromatase (P450arom), sp6cifique de la 
liaison du st6roide et une flavoprot6ine ubi- 
quiste, le NADPH cytochrome P450 r6ductase. 
L'aromatase est localis6e dans la membrane du 
r6ticulum endoplasmique et est cod6e chez 
l'homme par le g6ne CYP 19, situ6 sur le chro- 
mosome 15. Ce g6ne CYP 19 est compos6 de 9 
exons codants et de huit exons non-codants ; 
ces 8 exons constituent l'exon I e t  sont trans- 
crits de mani6re tissu sp6cifique [38]. Chez le 
rat, le P450arom a 6t6 mis en 6vidence par 
immunohistochimie dans les cellules de 
Leydig, les cellules de Sertoli, les cellules ger- 
minales [22], ainsi que dans les spermato- 
zo~'des testiculaires [20]. Ces observations sont 
retrouv6es chez la souris ainsi que chez 
d'autres mammif'eres, tels le campagnol et 
l'ours [3, 20-22, 28, 40]. Bien que la pr6sence 
d'estrog6nes au sein du testicule de mammi- 
f'eres soit clairement 6tablie, le rSle de ces hor- 
mones dans le tractus g6nital male reste enco- 
re mal connu. I1 est clair que la synth6se d'es- 
tradiol existe dans les cellules germinales, et 
que des r6cepteurs aux estrog6nes (surtout de 
type ~) sont pr6sents dans les cellules de 
Sertoli et les cellules germinales [42], ce qui 
permet de supposer un rSle des estrog6nes 
dans la spermatogen6se et dans le dialogue cel- 
lules de Sertoli-cellules germinales chez le rat. 
Des souris d6ficientes en aromatase (souris 
ArKO) pr6sentent une spermatogen6se alt6r6e 
avec une diminution du nombre de sperma- 
tides rondes et allong6es et des spermatozo~des 
avec des acrosomes anormaux [33], sugg6rant 
une intervention des estrog6nes lors de la sper- 
miogen6se. L'administration d'un inhibiteur de 
l 'aromatase chez le singe [37] et le rat [41] 
conduit aux m~mes observations que chez les 

ArKO. Chez la souris, l'activit6 aromatase est 
maximale au niveau des spermatozoides situ6s 
dans la t~te de l'6pididyme [21] et des r6cep- 
teurs nucl6aires aux estrog6nes sont pr6sents 
dans les cellules 6pith61iales de l'6pididyme 
[10]. Les souris aERKO (souris dont le g6ne 
codant pour le r6cepteur aux estrog6nes de 
type c~ est inactiv6) sont infertiles suite ~ une 
diminution de la r6absorption du fluide testi- 
culaire, entrainant  une compression des tubes 
s6minif'eres. Ces observationss sont donc en 
faveur d'un rSle des estrog6nes dans la matu- 
ration 6pididymaire des spermatozoides. Chez 
l'homme, les donn6es sur l 'aromatase et le r61e 
des estrog6nes dans la reproduction sont enco- 
re tr6s fragmentaires le P450 arom ~ 6t6 
immunolocalos6 dans les cellules de Leydig 
d'adultes [19] et ne activit6 aromatase a 6t6 
retrouv6 dans ce m~me type cellulaire [29]. Par 
ailleurs, des recepteurs nucl6aires aux estro- 
g6nes de types a et ~ ont 6t6 mis en 6vidence 
au niveau des spermatocytes pachyt6nes et des 
spermatides rondes [13, 30], ainsi que dans le 
noyau des cellules 6pith61iales de l'6pididyme 
[14]. De plus, la d6couverte r6cente d'une pro- 
t6ine membranaire liant l'estradiol dans le 
spermatozoide humain [23], ainsi que la pr6- 
sence intracellulaire d'estrog6nes [8] laissent 
supposer un rSle possible de ces hormones 
dans le spermatozoide humain. Le but de notre 
travail a donc 6t6 d'6tudier la capacit6 des 
spermatozoides humains 6jacul6s ~ produire 
des estrog6nes. 

II. MATERIEL ET M E T H O D E S  

1. ECHANTILLONS 

Les spermes (n=14 ; moyenne d'age=33,6_+l,7 
ans) ont 6t6 obtenus par masturbation apr6s 
un d61ai d'abstinence sexuelle variant de trois 

cinq jours, et ont subi une liqu6faction pen- 
dant 30 ~ 60 min ~ temp4rature ambiante. Les 
spermes retenus avaient des param6tres sper- 
matiques normaux (concentration > 20.106/ml, 
mobilit6 > 40%, pourcentage de formes 
typiques > 30%). Les spermes infect6s et ceux 
avec plus de 5 % de cellules rondes ont 6t6 
exclus. Les 6chantillons de sperme ont 6t6 trai- 
t6s imm6diatement et individuellement ; apr6s 
deux lavages dans du milieu Earle, les culots 
cellulaires ont 6t6 utilis6s pour l'extraction 
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d'ARN. Des cellules de granulosa humaines 
(t6moin positif pour l'aromatase) ont 6t6 obte- 
nues a partir de ponctions ovariennes au labo- 
ratoire FIV ; des cellules de la lign6e E293 
(lign6e cellulaire de rein embryonnaire 
humain), cultiv6es au laboratoire, ont 6t6 utili- 
s6es comme t6moin n6gatif pour l'aromatase. 

2. EXTRACTION DES A R N  

Les ARN de spermatozo~des, de cellules de la 
granulosa et de ]a lign6e E293 ont 6t6 extraits 
par une m6thode d6riv6e de celle de 
Chomczynski et Sacchi [9]. Bri6vement, le 
culot de cellules est dissout dans une solution 
de lyse (thiocyanate de guanidium 4M, 0.5% de 
sarcosyl, 1% de Tris 1M, 1% de mercapto6tha- 
nol). L'homog6nat est plac6 dans un bain- 
marie glac6 et un m61ange d'ac6tate de sodium 
(pH : 4), de ph6nol, de chloroforme/alcool isoa- 
mylique (1/10/2) est ajout6. Apr6s centrifuga- 
tion (4000 rpm, 10 min, 4~ la phase aqueuse 
est reprise avec de l'isopropanol. Deux pr6cipi- 
tations pendant 30 min ~ -80~ sont effec- 
tu6es, puis le culot d'ARN (r6cup6r6 apr6s cen- 
trifugation) est resuspendu dans de I'6thanol 
75%, s6ch6 et dissout dans de l'eau trait6e au 
DEPC ; les ARN sont conserv6s ~ -80~ jus- 
qu'~ utilisation. L'6valuation quantitative et 
qualitative des ARN est d6termin6e par une 
mesure de l'absorbance ~ 260 nm et ~ 280 nm. 
L'int6grit6 des ARN est analys6e par 61ectro- 
phor6se en gel d'agarose ~ 1,5 % ; les bandes 
d'ARN ribosomiaux 18 S e t  28 S sont visuali- 
s6es sous UV ~ 254 nm. 

3. TRANSCRIPTION INVERSE-POLYM]~RISATION 
EN CHAINE (RT-PCR)  

Les ARNm pr4sents dans les ARN totaux sont 
r6trotranscrits en ADN compl6mentaire en 
pr6sence de 200 UI de Moloney murine leuke- 
mia virus reverse transcriptase (Promega, 
France), 500 pM de dNTP, 0,2 pg d'oligodT (12- 
18 mers) et 24 UI de RNAsine dans du tampon 
de RT. La transcription a lieu pendant 1 h 
37~ puis 5 min ~ 94~ 

Les ADNc obtenus sont ensuite amplifi6s par 
PCR en utilisant des amorces sp6cifiques. 
Deux types de messagers vont ~tre amplifi6s : 
les messagers du P450arom (par PCR et par 
"semi-nested "-PCR) et ceux de la glyc6rald6- 

hyde-3-phosphate (GAPDH), afin de comparer 
le taux de messagers de l'aromatase ~ ceux de 
la GAPDH, puisque ces derniers sont suppos6s 
~tre pr6sents en quantit6 constante. 
L'amplification des ARNm codant pour le 
P450arom est r6alis6e pendant 30 cycles (1 
min ~ 94~ 1 min ~ 60~ et 2 min 30 avec 2 
sec d'incr6mentation ~ chaque cycle) en pr6- 
sence de 200 pM de dNTP, 30 pmol d'amorces, 
1,5 mM de MgC12 et 1,5 UI de Taq polym6rase 
dans un volume final de 50 ]al. Les amorces du 
P450arom sont choisies afin d'amplifier une 
s6quence hautement  conserv6e de 293 pb 
incluant les r6gions h61icales et d'aromatisa- 
tion situ6es entre les exons IX et X (respective- 
merit 5' ARO : 5'TGA ATA TTG GAA GGA TGC 
ACA GAC T 3' en position 1304-1328 et 3' 
ARO : 5' GGG TAA AGA TCA TTT CCA GCA 
TGT 3' en position 1574-1597). La "semi-nes- 
ted"-PCR se d6roule dans les m~mes conditions 
que la PCR pr6c6dente avec un couple 
d'amorces inclus dans le premier  couple 
d'amorces utilis6 (respectivement 5' nARO : 5' 
TGA ATA TTG GAA GGA TGC ACA GAC T 3' 
en position 1304-1328 et 3' nARO : 5' TGG AAT 
CGT CTC AGA AGT GTA ACG AG 3' en posi- 
tion 1468-1493). Les conditions de PCR pour la 
GAPDH sont 95~ pendant 1 min, 60~ pen- 
dant 1 rain, 72~ pendant 1 min 30, 30 cycles 
en pr6sence de 25 pmol d'amorces (CG5 : 5' 
TGA ACG GGA AGC TCA CTG GCA TGG 
CCT T 3' en position 730-758 et CG3 : 5' GTG 
TGG TGG GGG ACT GAG TGT GGC AGG 
GAC 3' en position 1132-1162). Tousles frag- 
ments d'ADNc sont visualis6s sous UV ~ 254 
nm, grace au bromure d'6thidium. 

4. SI~QUEN~AGE 

Les s6quences d'ADN ont 6t6 d6termin6es par 
la m6thode de Sanger [36], en utilisant le kit 
DNA sequencing (Biosystems). Les produits de 
RT-PCR sont amplifi6s par une seconde PCR 
pendant 30 cycles aux m6mes conditions que 
pr6c6demment en utilisant le m6me couple 
d'amorces. Le marquage des fragments d'ex- 
tension est r6alis6 en 3' par incorporation de 
did6oxynucl6otides fluorescents. 

5. MESURE DE L'ACTMT]~ ENZYMATIQUE 

Les microsomes ont 6t4 pr6par6s ~ partir de 
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suspensions de spermatozoides soniqu6s. 
Uactivit6 aromatase est mesur6e par la lib6ra- 
tion d'une mol6cule d'eau triti6e lors de l'aro- 
matisation d'une mol6cule de 19 [3H]andros-4- 
6ne-3,17-dione (NEN). 500 ~1 de tampon Tris- 
mal6ate (50 mM, pH : 7,4) et 100 ~1 de 
1~[3H]androst-4-6ne-3,17dione (20000 dpm/~l) 
sont ajout6s ~ la pr6paration de microsomes. 
La r6action est initi6e par l'addition de 10 mM 
de NADPH. Les fractions microsomiales sont 
incub6es dans un bain-marie ~ 34~ pendant 
une heure puis la r6action est stopp6e par 
l'ajout de deux volumes de chloroforme. La 
1[~[3H]androst-4-6ne-3,17-dione non convertie 
est adsorb6e par 500 ~1 de charbon (7%) conte- 
nant du dextran (1.5%). Les tubes sont main- 
tenus ~ 4~ puis centrifug6s 10 min ~ 4000 
rpm et la radioactivit6 d'un aliquot de la phase 
aqueuse est alors compt6e en scintillation 
liquide. Les valeurs des blancs sont obtenues 
lors d'incubations identiques en absence de 
NADPH. Des fractions de microsomes de cel- 
lules de granulosa ont 6t6 utilis6es comme 
t6moin positif. 

6. DOSAGE R I A  DE L~ESTRADIOL 

Les st6roides sont extraits des spermatozoides 
par 5 volumes de di6thyl6ther. Les concentra- 
tions en estradiol sont d6termin6es par dosage 
radioimmunologique en utilisant un anticorps 
hautement  sp6cifique de l'estradiol. 

L'anticorps, pour une valeur de liaison ~ 50%, 
pr6sente une r6action crois6e significative avec 
les st6roides suivants : 2 m6thoxy-estradiol : 
5%, a-estradiol : 0,28%, estrone : 0,45%, 
estriol : 0,45%. La sensibilit6 du dosage est de 
6 pg/tube et les coefficients de variations intra 
et inter-dosages sont inf6rieurs ~ 10 %. 

III .  R E S U L T A T S  

1. IDENTIFICATION DES ARN RIBOSOMIAUX 18 S 

ET 28 S 

L'analyse de I'ARN total extrait des cellules de 
la granulosa et des spermatozo/des a 6t6 r6ali- 
s6e apr6s 61ectrophor6se sur un gel d'agarose 
1,5 % et marquage au bromure d'6thidium (figu- 
re 1). Les deux types cellulaires montrent deux 
bandes distinctes correspondant aux ARN ribo- 
somiaux 18 S e t  28 S. La pr6sence d'ARN 18 S 

et 28 S est observ6e dans 10 des 14 6chantillons 
de sperme. Dans les spermatozo~des, l'intensit6 
du marquage au bromure d'6thidium est moins 
intense pour la bande 28 S. 

2. AMPLIFICATION DES MESSAGERS DE LA 

GAPDH 

Afin de v6rifier la pr6sence en quantit6 
constante d'ARN dans les 6chantillons, une 
amplifcation des messagers de la GAPDH a 
6t6 r6alis6e sur tous les pr616vements test6s 
pour l'aromatase. L'amplification est positive 
dans tous les 6chantillons, le signal se situe 
431 pb et est d'une m~me intensit6 pour tous 
les spermes, except6 pour un 6chantillon 
(colonne 4) (figure 2). 

3. IDENTIFICATION DES TRANSCRITS DU CYTO- 

CHROME P450AROMATASE DANS LES SPERMA- 

TOZOIDES 

L'6tude par RT-PCR nous a permis de d6tecter 
un signal dans trois 6chantillons d'ARN extraits 

partir de 14 donneurs diff6rents. Sa taille de 
293 pb correspond ~ celle attendue avec les 
amorces utilis6es et ce signal est similaire ~t 
celui observ6 avec les cellules de la granulosa 
(figure 3). Une bande a pu ~tre d6tect6e sous 
U.V dans six autres 6chantillons, mais le signal 
6tait toujours trop faible pour ~tre visualisable 
en photo. Enfin, cinq 6chantillons ne mon- 
traient aucun signal. Ce dernier r6sultat nous a 
amen6 ~ tester ces 6chantillons en "semi-nes- 
ted"-PCR afin de confirmer ou non l'absence de 
transcrits du P450arom dans ces spermato- 
zoides. Les r6sultats obtenus en "nested"-PCR 
confirment la pr6sence de messagers du 
P450arom dans tous les 6chantillons test6s 
(figure 4). 

Pour s'assurer de l'identit6 du fragment ampli- 
fig les produits de PCR provenant des 6chan- 
tillons 2, 4 et 5 (figure 3) ont 6t6 s6quenc6s. 
L'alignement des s6quences des produits de 
PCR des spermatozoides et des cellules de la 
granulosa avec les s6quences publi6es du cyto- 
chrome P450 aromatase humain [11] est iden- 
tique except6 pour quelques bases non identi- 
fi6es. 

4. ACTIVITI~ ENZYMATIQUE 

La quantit6 de prot6ines extraites ~ partir des 
cellules de la granulosa est soixante fois plus 
importante que celle extraite ~ partir des sper- 
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n ~ de  d 6 p 6 t  G 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

28 S 

18 S 

Figure  1 : G : A R N  ex t ra i t s  ~ p a r t i r  de ce l lu les  de la  g r a n u l o s a  ; 1-9 : A R N  ex t ra i t s  a p a r t i r  de spermato-  
zo~des h u m a i n s  de donneurs  d i f f~rents  p r ~ s e n t a n t  des p a r a m ~ t r e s  s pe r m a t i que s  normaux .  

n ~ d e d ~ p 6 t  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Figure  2 : Express ion  des messagers  codan t  p o u r  la GAPDH. 1 : s t a n d a r d  de ta i l le  (50 pb)  ; 2 : 750 ng  d ' A R N  
ex t ra i t s  de ce l lu les  de la  g r a n u l o s a  ; 3 : 750 ng  d ' A R N  de ce l lu les  de la  lign~e E 293; 4-10:750 ng  d ' A R N  de 
spermatozo fdes  h u m a i n s  ; 11 : contrSle  in terne.  

n ~ de  d~p~t  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

293 pb  

Figure  3 : Express ion  des t ranscr i t s  codan t  p o u r  le cy tochrome P450aromatase .  1 : s t a n d a r d  de ta i l le  (50 
pb)  ; 2 : 750 ng  d ' A R N  de ce l lu les  de la  g r a n u l o s a  ; 3 : 750 ng  d ' A R N  de ce l lu les  de la l ign~e E 293; 4-10 : 750 
ng d ' A R N  de spermatozo~des h u m a i n s  ; 11 : contrble  in terne .  

n ~ de  d~pb t  1 2 3 4 5 6 7 8 

189 pb 

Figure  4 : Recherche  p a r  "semi-nested"-PCR des A R N m  codant  p o u r  le cytochrome'P450 aromatase  dans  les 
spermatozo~des humains .  1 : s t a n d a r d  de tai l le  ; 2-6 : spermatozofdes  h u m a i n s  ; 7 : cel lules de la g r a n u l o s a  ; 
8 : contrble  interne.  
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matozoides. Une activit6 aromatase 6valu4e 
230 fmol/mg de prot6ine/heure a 6t6 mesur6e 
dans un seul 6chatillon. Etant donn6e la trop 
faible quantit6 de prot6ines obtenues, la mesu- 
re de cette activit6 pour le suivi individuel des 
patients s'av6re tr~s difficile. 

5 .  C O N C E N T R A T I O N S  I N T R A C E L L U L A I R E S  D~ES - 

T R A D I O L  

Des lysats de suspensions de spermatozoides 
provenant de sept patients diff6rents ont 6t6 
utilis6s, pour mesurer le taux intracellulaire 
d'estradiol. Ces spermatozoides contiennent 
des taux d'~estradiol variant de 47 ~ 222 

fmol/6jaculat. Exprim6s en fmoles par 108 
spermatozoides, les concentrations d'estradiol 
varient de 10 ~ 37 fmoles (figure 5). 

IV. DISCUSSION 

Dans cette 6tude, nous avons montr6 pour ]a 
premi6re fois la pr6sence d'ARNm codant pour 
]e cytochrome P450 aromatase dans diff6rents 
6chantillons de spermatozoides humains 6ja- 
cul6s. Nous avons 6galement mis en 6vidence 
la pr6sence de deux bandes distinctes d'ARN 
18 S e t  28 S dans ces 6chantillons de spermes, 
bien que l'intensit6 du marquage soit plus 
faible que dans les cellules somatiques. 
Comme les spermatozo~des sont des cellules 
haploides, il n'est pas surprenant que les ARN 
18 S et 28 S soient en concentration moins 
importante que dans les autres types cellu- 
laires. Les donn6es dont nous disposons sur les 
ARN ribosomiaux dans le spermatozoide 
humain sont rares. Seul Betlach et al. [2] d6cri- 
vent la pr6sence d'ARNr en faible quantit6 
dans des ARN totaux extraits ~ partir d'un 
seul sperme. Plus r6cemment, l'6quipe de 
Miller et al. [26] a not6 l'absence de 18 S e t  28 
S dans des ARN totaux extraits ~ partir d'un 
pool de spermatozoides humains. Cependant, 
les r6sultats obtenus ici ne sont pas pour 
autant contradictoires, les ARN 18 S e t  28 S 
pouvant 8tre masqu6s ou en trop faible quanti- 
t6 pour 6tre d6tect6s. 

La difficult6 d'analyser les ARN par RT-PCR 
dans le spermatozoide humain r6side dans 
l'obtention d'ARN en quantit6 suffisante afin 
d'amplifier les transcrits du cytochrome P450 
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Figure 5 : Concentrations intracellulaires d'wstra- 

diol  exprim~es en fmol/108 spermatozo~des 
humains (n=7). 

aromatase. La pr6sence d'autres ARNm dans 
le spermatozoide humain 6jacul6 avait d6j~ 6t6 
rapport6e pour le g6ne des protamines 2 [25], 
des phosphodiest6rases [32], des r6cepteurs 
la progest6rone [35]. Ces travaux avaient 6t6 
r6alis6s soit sur des pool de spermatozoides de 
donneurs diff6rents soit sur des spermes trai- 
t6s individuellement en nested-PCR [34]. Tout 
r6cemment, l'6quipe de Goodwin et al. a pu 
d6tecter des ARNm codant pour les N-cadh6- 
rines et la sous-unit6 a 1C des canaux cal- 
ciques sur des 6chantillons trait6s individuel- 
lement [15, 16]. Cependant, en utilisant une 
m6thode au dod6cyl sulphate de sodium/citra- 
te, Goodwin et al. [16] ont obtenu un taux 
d'ARN total plus faible que la valeur estim6e 
de 0,07 pg d'ARN par spermatozo~de rapport6e 
par Pessot et al. [31] et la concentration de 0,14 
pg par spermatozo~de que nous avons obtenu 
en utilisant une m6thode d'extraction au thio- 
cyanate de guanidium/alcool isoamylique. 

Nous avons choisi de rechercher les ARNm 
codant pour la GAPDH pour v6rifier la pr6sen- 
ce d'ARN en quantit6 constante, puisque nous 
n'avons pas pu d6tecter les transcrits codant 
pour la ~-actine, tout comme Goodwin et al. 

Font r6cemment rapport6 [15]. 

I1 reste donc maintenant  ~ connaitre la signifi- 
cation biologique de ces transcrits. Lors de la 
maturation des spermatocytes en spermato- 
zoides, les histones, autour desquelles s'enrou- 
le I'ADN, sont remplac~es par des protamines. 
La chromatine se trouve alors trop condens6e 
pour pouvoir 6tre transcrite. Cependant, 15 % 
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de cette ch roma t ine  res te  li~e aux h i s tones  et  
ces 15 % pou r r a i en t  alors ~tre t r ansc r i t s  en  
A R N m  [39]. Mais jusqu '~  p resen t ,  r i en  n 'es t  
c l a i r ement  6tabli conce rnan t  les A R N m  du 
spermatozo~de : sont-i ls  synth~t is~s  ~ une  
6 tape  a n t 6 r i e u r e  de la s p e r m a t o g e n ~ s e  et  
ensu i t e  s tock , s  sous forme de r ibonucl6opro- 
t~ines ou sont-ils les p rodui t s  d 'une  synth~se  
active au  sein du  spermatozo~de? L'~quipe de 
Miller et al. [24] a mis  en ~vidence des ~l~- 
m e n t s  SINE,  LINE et  ALU, qui, selon lui, 
s e ra i en t  les t races  d 'une  t r aduc t ion  tr~s active 
lors de la spermatogen~se .  Cependan t ,  un  trai- 
t e m e n t  avec de l ' ac t inomycine  D bloque com- 
p l~ temen t  la t r ansc r ip t ion  dans  le spermato-  
zo~de h u m a i n  et  u n  t r a i t e m e n t  avec le cyclo- 
hex imide  r~dui t  f o r t emen t  la t r aduc t ion  [27], 
ce qui laisse suppose r  la possibilit~ d'activit~s 
t r ansc r ip t ionne l l e  et  t r aduc t ionne l l e  dans  le 
spermatozo~de h u m a i n  p e n d a n t  la capaci ta t ion  
et la r~action acrosomique.  

La quant i t~  de prot~ines  microsomia les  obte- 
nue  avec des 6chant i l lons  de spermatozo~des 
t ra i t~s  i n d i v i d u e l l e m e n t  ne  p e r m e t  pas  la 
m e s u r e  de l 'activit~ enzymat ique .  Pa r  contre,  
la m e s u r e  des t aux  in t race l lu la i res  d 'es t radiol  
es t  u n  moyen  d '~tude supp l~men ta i r e  pour  
e s t imer  la capacit~ st6ro~dog~ne des spermato-  
zo~des. Nos p remie r s  r~sul ta ts  sont  en accord 
avec ceux publi6s par  Chew et al. [8], qui rap-  
p o r t e n t  u n  t a u x  i n t r ace l l u l a i r e  d ' e s t rad io l  
v a r i a n t  d 'un  pa t i en t  5 u n  au t r e  (33 ~ 678 
fmol/Sjaculat).  Ces observat ions  sont  corrobo- 
r~es avec des t r avaux  plus  anciens  rappor t~s  
par  C a s t a d e n a  et al. [5] et  G u n a s e g a r a m  et al. 
[17], d ~ m o n t r a n t  l 'existence de voies st~ro~do- 
g~nes dans  le spermatozo~de h u m a i n .  

La mise  en ~vidence de t r ansc r i t s  sp~cifiques 
du  g~ne de l ' a romatase  dans  le spermatozo~de 
h u m a i n  pose m a i n t e n a n t  le probl~me du r61e 
physiologique de ces messagers ,  pa r  cons~- 
q u e n t  celui de l ' a romatase  et  des estrog~nes.  
L 'express ion d 'ARNm codant  pour  le cytochro- 
m e  P450 a r o m a t a s e  et  la p resence  d 'es t radiol  
endog~ne,  p e r m e t t e n t  d 'envisager  le spermato-  
zoide h u m a i n  comme une  potent ie l le  source 
d 'estrog~nes.  Nous  ne disposons  ac tue l l emen t  
que de que lques  donn~es su r  les es t rog~nes  et 
les spermatozo~des h u m a i n s .  R~cemment ,  u n  
r~cepteur  aux es t rog~nes  non typ~ et non  loca- 

lis~ [12], ainsi  qu 'une  prot~ine m e m b r a n a i r e  
l ian t  les es t rog~nes  ~ la surface du spermato-  
zoYde h u m a i n  [23] ont  ~t~ d~couverts .  Le seul  
effet connu  des es t rogSnes sur  les spermato-  
zo~des h u m a i n s  est  une  a u g m e n t a t i o n  de la 
mobilit~ lorsque ceux-ci sont  incubus in vitro 

avec de l 'estradiol  [1, 7]. En  presence  de citra- 
te de c lomiph~ne et de tamoxif~ne,  les effets 
p r~c~demment  d6crits sont  abaiss~s [6]. 

Des ~tudes compl6menta i r e s  sur  l ' express ion 
de l ' a romatase  et  sa local isat ion cel lulaire ~ la 
lois dans  des spe rmes  n o r m a u x  et patho]o- 
giques devra ien t  nous  a ider  ~ comprend re  si 
les es t rog~nes du spermatozo~de ont  u n  r61e 
non s e u l e m e n t  au  n iveau  du  t r ac tus  g~nital  
mille, mais  auss i  dans  les phases  ul t~r ieures ,  
savoir  la capaci ta t ion  et  la survie  des sperma-  
tozo~des. 
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ABSTRACT 

E x p r e s s i o n  o f  P450  a r o m a t a s e  t r a n s c r i p t s  in  
e j a c u l a t e d  h u m a n  s p e r m a t o z o a .  

The  c o n v e r s i o n  o f  a n d r o g e n s  in to  e s t r o g e n s  is 
c a t a l y z e d  b y  t h e  c y t o c h r o m e  P450 a r o m a t a s e .  
The  p r e s e n c e  of  th i s  p r o t e i n  w i t h i n  t h e  mam-  
m a l i a n  t e s t i s  h a s  n o w  b e e n  c l e a r l y  es tab l i -  
shed ,  as  m R N A  c o d i n g  fo r  a r o m a t a s e  a n d  P450  
a r o m a t a s e  a c t i v i t y  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  in  
s o m a t i c  cel ls  (Ser to l i  cel ls  a n d  L e y d i g  cells)  
a n d  in  g e r m  cel ls  in  t h e  t e s t i s  o f  v a r i o u s  spe-  
cies.  Conver se ly ,  v e r y  l i m i t e d  d a t a  on  a r o m a -  
t a s e  in  t e s t i c u l a r  cel ls  a r e  a v a i l a b l e  in  men .  I t  
h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  h u m a n  s p e r m a t o z o a  a r e  
ab l e  to  s y n t h e s i z e  n o t  on ly  a n d r o g e n s  b u t  
also,  to  a l e s s e r  ex ten t ,  e s t r o g e n s .  I t  h a s  a l so  
b e e n  r e p o r t e d  t h a t  t h e  s p e r m  m e m b r a n e  
c o n t a i n s  a n  e s t r o g e n - r e c e p t o r - r e l a t e d  p r o t e i n  
t h a t  is ab l e  to  b i n d  s t e ro ids .  The  ab i l i t y  of  
h u m a n  s p e r m a t o z o a  to  c o n v e r t  a n d r o g e n s  
in to  e s t r o g e n s  h a s  b e e n  s t u d i e d  u s i n g  t w o  
a p p r o a c h e s :  (1) d e t e c t i o n  of  spec i f i c  a r o m a t a -  
se  (P450arom)  t r a n s c r i p t s  a n d  (2) m e a s u r e -  
m e n t  o f  e n d o g e n o u s  e s t r ad io l .  Tota l  R NA  w a s  
e x t r a c t e d  f r o m  i n d i v i d u a l  e j a c u l a t e s  of  nor -  
m o s p e r m i c  p a t i e n t s  u s i n g  a g u a n i d i u m  iso- 
t h i o c y a n a t e - i s o a m y l i c  a c i d  m e t h o d .  The  pre -  
s e n c e  of  18 a n d  28 S r R N A  w a s  d e t e c t e d  on  
1.5% a g a r o s e  ge l  c o n t a i n i n g  e t h i d i u m  b r o m i d e  
in  10/14 p a t i e n t s .  T h r e e  r e s p o n s e s  w e r e  obse r -  
v e d  w h e n  s p e r m  m R N A  w a s  u s e d  as  t e m p l a t e  
in  r e v e 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  c h a i n  
r e a c t i o n  (RT-PCR) w i t h  P 4 5 0 a r o m  spec i f i c  
p r i m e r s :  1) p r e s e n c e  o f  t he  e x p e c t e d  293 b p  
P C R  p r o d u c t  (3/14), 2) d e t e c t i o n  o f  a w e a k  
s igna l  b y  UV a b s o r b a n c e  (6/14) a n d  3) no  
v i s ib l e  s t a i n i n g  (5/14). H o w e v e r ,  all  s a m p l e s  
e x p r e s s e d  t r a n s c r i p t s  f o r  a h o u s e k e e p i n g  
g e n e ,  h u m a n  g l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  
d e h y d r o g e n a s e  (GAPDH) .  S e q u e n c e  a l ign-  
m e n t s  f r o m  P C R  p r o d u c t s  o f  s p e r m a t o z o a  a n d  
g r a n u l o s a  cel ls  w i t h  t he  p u b l i s h e d  h u m a n  
P 4 5 0 a r o m  s e q u e n c e  a r e  i d e n t i c a l  e x c e p t  fo r  
c e r t a i n  u n i d e n t i f i e d  bases .  We c o n f i r m e d  t he  
p r e s e n c e  o f  P450 a r o m a t a s e  t r a n s c r i p t s  b y  
n e s t e d - P C R  in  p a t i e n t s  w i t h o u t  a p o s i t i v e  
P 4 5 0 a r o m  m R N A  s igna l  on  t h e  f i r s t  PCR.  
I n t r a c e l l u l a r  e s t r a d i o l  c o n c e n t r a t i o n s  in  
h u m a n  s p e r m a t o z o a  a r e  in  t h e  r a n g e  o f  47.222 
fmol  p e r  e j a c u l a t e .  T h e s e  d a t a  d e m o n s t r a t e ,  
fo r  t h e  f i r s t  t ime ,  t h e  p r e s e n c e  o f  P 4 5 0 a r o m  
g e n e  spec i f i c  P C R  p r o d u c t s  l i ke ly  c o d i n g  f o r  a 
b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  e n z y m e  in  e j a c u l a t e d  
h u m a n  s p e r m a t o z o a .  
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