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RESUME

La capacité de la gonade male a
convertir les androgénes en oestro-
génes est bien établie : cette transfor-
mation est catalysée par 'aromatase
composée d'une glycoprotéine enzyma-
tique microsomiale, le cytochrome
P450 aromatase (P450arom) et d’une
réductase ubiquitaire. Dans les cellules
testiculaires du rat mature, le
P450arom a été immunolocalisé princi-
palement dans les cellules de Leydig
mais également dans les cellules germi-
nales chez la souris, I'ours brun et le
coq alors que chez ’homme, le porc et
le cheval, 'aromatase est principale-
ment localisée dans les cellules de Ley-
dig. L’activité aromatase a été mesurée
dans les cellules de Leydig du rat
immature et mature, mais aussi dans
les cellules de Sertoli : cette activité
varie en fonction de I’dge. Par RT-PCR,
nous avons amplifié un fragment de
289 pb du messager de 'aromatase qui
présente 100% d’homologie avec la
séquence de 'aromatase d’ovaire de
rat, et qui est détectable non seulement
dans les cellules de Leydig et de Sertoli
mais aussi dans les spermatocytes
pachyténes, les spermatides rondes et
les spermatozoides testiculaires. Avec
un anticorps anti-cytochrome
P450arom humain nous avons démon-
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tré Pexistence d’une protéine de 55 kDa
dans les tubes séminiféres et dans une
suspension hétérogéne de cellules ger-
minales (spermatocytes pachyténes et
spermatides rondes). Nous avons com-
paré la quantité ’ARNm du cytochro-
me P450arom dans les cellules germi-
nales avec celle des cellules de Leydig
et de Sertoli a I’aide de la RT-PCR
quantitative. Dans les cellules de Ley-
dig purifiées du rat agé de 90 jours, la
quantité ’ARNm codant pour I'aroma-
tase est de 36 x 10-3 amoles/ug d’ARN et
10 fois supérieure a celui des cellules
de Sertoli. Dans les cellules germinales,
le taux ’ARNm dans les spermatocytes
pachyténes est de 367 x 103 amoles/ug
d’ARN et cette valeur est 3 fois supé-
rieure a celle des spermatides rondes;
dans les spermatozoides ce taux est
inférieur a 10-3 amoles/ug I’ARN. Aprés
incubation avec de ’androsténedione
tritiée, les activités aromatases des
fractions microsomiales sont de 0,62 ;
0,46 et 2,96 pmoles/mg de protéine/h
respectivement dans les spermatocytes,
les spermatides et les spermatozoides
(pour les cellules de Leydig cette activi-
té est de 5 pmoles). En conclusion, nous
avons démontré la présence d’une aro-
matase fonctionnelle dans les cellules
germinales du rat male, la maturation
du messager (comparaison taux
d’ARNm et activité enzymatique)



semble étre progressive depuis le stade
spermatocyte pachyténe jusqu’au sper-
matozoide ce qui est en accord avec les
données rapportées chez la souris. En
somme, les observations rapportées
dans la littérature et nos résultats,
plaident fortement en faveur d’un role
nouveau mais encore mal connu pour
les oestrogénes testiculaires dans le
développement du tractus génital male
puis la mise en place et le maintien de
la spermatogenése. Ainsi compte tenu
des anomalies rencontrées dans la
spermatogenése chez des animaux défi-
cients en récepteur aux oestrogeénes et
chez ’homme porteur de tumeurs testi-
culaires, les oestrogénes (et/ou le rap-
port androgénes/oestrogénes) pour-
raient représenter un nouveau mar-
queur de linfertilité et/ou de I'hypofer-
tilité masculine.

Mots clés : Aromatase, oestrogénes, RT-PCR,
Quantification, Cellules Germinales, Rat.

INTRODUCTION

Dans le développement du testicule et la
mise en place de la spermatogenése, un role
majeur est joué par les gonadotrophines, les
androgénes, en particulier la testostérone,
et de nombreux facteurs paracrines et /ou
autocrines, notamment des facteurs de
croissance [3, 9-10, 30]. Bien que les oestro-
génes soient considérés comme hormones
typiquement femelles, dans le fluide du rete
testis du rat et dans la téte de 'épididyme,
les concentrations en oestrogénes sont plus
élevées que dans le sang [18, 26]. Ces don-
nées sont donc en faveur d’'une source testi-
culaire d’oestrogénes et de fait il est bien
établi que le testicule des mammiferes
transforme les androgénes (androsténedio-
ne et testostérone) en oestrogénes (oestrone
et oestradiol-178) : cette réaction est cataly-
sée par l'aromatase, composée d’une glyco-
protéine enzymatique microsomiale spéci-
fique appartenant & la superfamille des

cytochromes P450 (P450arom : produit du
géne CYP19) et d’'une réductase ubiquitaire
[voir pour revue : 53). En utilisant des anti-
corps anti-aromatase placentaire humains,
le P450arom a été immunolocalisé principa-
lement dans les cellules de Leydig des ron-
geurs mais également dans les cellules ger-
minales chez la souris, 'ours brun et le coq
alors que chez 'homme, le pore, le bélier et
le cheval, I'aromatase est essentiellement
localisée dans les cellules de Leydig
(Tableau 1). A partir des études réalisées
chez le rat immature avec FSH ou LH
d’'une part [47-48] et 1a mesure de l'activité
aromatase dans les cellules de Leydig du
rat immature et mature, mais aussi dans
les cellules de Sertoli d’autre part [43], les
résultats obtenus suggérent que cette acti-
vité enzymatique varie en fonction de 'age.
En outre, non seulement la distribution de
Paromatase varie selon les espéces mais
dans les études in vitro, des différences ont
été observées et certaines d’entre elles peu-
vent s’expliquer en tenant compte des inter-
actions cellules-cellules (absence de régula-
tions endocrine et paracrine). En ce qui
concerne ’aromatase, des interactions
négatives ont été démontrées entre les cel-
lules péritubulaires et les cellules de Sertoli
[57] et des modulations positives entre les
tubes séminiferes (cellules de Sertoli asso-
ciées aux cellules germinales) et les cellules
de Leydig ont été aussi décrites [6, 8]. Par
ailleurs le role négatif exercé par les cel-
lules germinales sur 'activité aromatase
sertolienne du rat et de ’'homme a été bien
démontré [5, 17, 31]. Compte tenu de ces
données bibliographiques et de nos travaux
antérieurs [8, 43, 45], nous avons 1) exami-
né la distribution et quantifié le messager
du cytochrome P450arom dans les cellules
germinales purifiées du rat adulte en utili-
sant la RT-PCR 2) recherché 'existence de
la protéine (P450arom) par Western Blot et
3) mesuré son activité enzymatique (pro-
duction d’eau tritiée) dans les cellules
somatiques et germinales chez ’animal
mature.
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Tableau 1 : L’aromatase dans les cellules testiculaires des mammiféres (quelques repéres

bibliographiques).

Activité Enzymatique

- Rat : cellules de Sertoli (Dorrington, 1975 ; cellules de Leydig et Sertoli (de Jong, 1974 ;
Rommerts, 1982 ; Tsai-Morris, 1985 ; Papadopoulos, 1986)

- Ecureuil : cellules de Sertoli (Pudney, 1985)

- Souris : cellules de Leydig et cellules germinales (Nitta, 1993), spermatozoide épididymaire

(Janulis, 1996)

- Coq : spermatozoide épididymaire (Kwon, 1995)
- Porc : cellules de Leydig (Saez, 1989 ; Conley, 1996)

- Bélier : cellules de Leydig (Bilinska, 1996)

- Homme : cellules de Leydig (Payne, 1976 ; Papadopoulos, 1987 ; Inkster, 1995) ; cellules de

Sertoli (Foucault, 1994 ; Carreau, 1996)
- Singe : testicule (Martel, 1994)

Immunolocalisation
- Coq : cellules germinales (Kwon, 1995)
- Rat : cellules de Leydig (Kurosumi, 1985)

- Souris : cellules de Leydig et Sertoli, cellules germinales : spermatozoide épididymaire

(Janulis, 1996)

- Ours: cellules Leydig et germinales (Tsubota, 1993)

- Bélier : cellules de Leydig (Bilinska , 1996)

- Porc : cellules de Leydig (Conley, 1996)

- Cheval : cellules de Leydig (Almadhidi, 1995)

- Homme : cellules de Leydig (Inkster, 1995)

- Singe : cellules germinales (Bahr, non publié)

ARNm du cytochrome P450

- Souris : cellules de Leydig et germinales : spermatocytes et spermatides (Nitta, 1993 ;

Janulis, 1996)
- Porec : cellules de Leydig (Conley, 1996)

- Homme : cellules de Leydig (Lejeune, 1994)

MATERIEL ET METHODES

1. Purification des cellules testicu-
laires

Des testicules de rats Sprague Dawley dgés
de 80-100 jours ont été prélevés puis sou-
mis & un traitement enzymatique en pré-
sence de collagénase-dispase dans du
milieu Ham F-12/DME (1:1, v/v) pendant
10 min a 32°C et les cellules de Leydig
ont été purifiées sur gradient de Percoll
[42]. Les cellules de Sertoli ont été prépa-
rées selon la méthode décrite par Foucault
et al [17] et mises en culture dans du milieu
Ham F12/DME supplémenté en sérum de

rat (5%) et antibiotiques. Le milieu est
changé au jour 2 et remplacé par du milieu
sans sérum; a J4, les cellules germinales
restantes sont éliminées par traitement
hypotonique. Parallélement, les cellules
germinales ont été obtenues aprés traite-
ment enzymatique (trypsine-DNase) des
testicules et purifiées soit par élutriation
[37] soit par sédimentation & gravité unitai-
re sur gradient de PBS-BSA (Sta-Put; [2]).
La pureté et la viabilité des fractions cellu-
laires ont été éxaminées par microscopie et
a l'aide de marqueurs spécifiques (38-
hydroxystéroide deshydrogénase [42] pour
les cellules de Leydig et recherche du mes-
sager d'un marqueur sertolien, 'androgen
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binding protein ou ABP, pour apprécier la
pureté des cellules germinales [7, 33]).

2. Polymérisation en chaine et trans-
cription inverse (RT-PCR)

L’ARN total est extrait par une méthode
dérivée de la technique de Chomczynski et
Sacchi [11] (RNAXEL, Eurobio , France),
dosé et rétro-transcrit en ADNc gréice & une
amorce oligo dT (12-18). L’amplification se
déroule sur 35 cycles en présence de dNTP,
de TAQ polymérase (Eurobio, France) et de
1 zM d’amorces. L’amorce 5-ARO est locali-
sée sur I'exon 8 du geéne de I'aromatase en
position 1555-1577, 'amorce 3’-ARO est
complémentaire de la séquence 1821-1844
située dans la région d’aromatisation de
Pexon 9; ce couple permet d’amplifier un
fragment de 289 pb. Les produits amplifiés
sont séquencés par la methode de Sanger
[52] avec le kit Sequenase Version 2 (USB,
Cleveland, USA).

3. Préparation de PARN standard par
délétion du fragment natif.

Une RT-PCR est réalisée avec le couple

d’amorce 5-STD, 3’-STD. L’amorce 5-STD

est constituée de :

e la séquence complémentaire du promo-
teur de la T7 ARN polymérase,

¢ la séquence de 'amorce 5-ARO (souligné)
et

* une séquence de 27 pb située a 29 pb de
lextrémité 3’ de 'amorce 5-ARO dans la
région 1607 a 1634 (souligné deux fois).

L’amorce 3’-STD représente I’association
d’une séquence poly dT(17) avec 'amorce 3’-
ARO (souligné).

5'STD:5-TAATACGACTCACTATAGGGA-
GAGCTTCTCATCGCAGAGTATCC
GGCACACTGTTGTTGGTGACAGAGACA-
TA-3

3’STD : 5-TTTTTTTTTTTTTTTTT-
CAAGGGTAAATTCATTGGGCTTGG-3

Le brin contenant ’amorce 5’-STD est

transcript en ARN en présence de T7 ARN
polymérase; 'TADNc est éliminé par incuba-
tion (Promega., France), puis 'ARN stan-
dard est extrait et redissout dans de l'eau
traitée au DEPC contenant 0,1 mg/ml
d’ARNt.

Pour vérifier la qualité et la taille du stan-
dard, une RT-PCR & été réalisée avec les
amorces 5-ARO et 3-ARO sur une série de
dilutions du standard (100 &4 10-5 amoles).
La limite de détection du standard est de
10-4 amoles, et sa taille est bien de 260 pb.

4. Recherche de la protéine aromatase
par Western blot et mesure de Pactivi-
té enzymatique

Les protéines ont été séparées par SDS-
PAGE, transferrées sur nitrocellulose et
révélées en présence d’'un anticorps anti-
aromatase placentaire humain (gracieuse-
ment fourni par F.Labrie & V. Luu-The,
Québec) ; les complexes antigéne-anticorps
ont été visualisés en utilisant des IgG de
lapin couplées a la péroxydase.

Pour la mesure de I'activité enzymatique,
nous avons utilisé la méthode de I'eau tri-
tiée [54] : briévement des microsomes obte-
nus a partir des fractions cellulaires ont été
incubés en concentrations croissantes avec
de P'androsténedione marquée et des cofac-
teurs pendant 1h & 37°C puis la radioactivi-
té est comptée apres un traitement au char-
bon de 10 min.

RESULTATS

1. Mise en évidence du messager du
cytochrome P450 aromatase (P450
arom) dans les cellules germinales du
rat

L’ARN total extrait des cellules a été sou-
mis 4 une RT-PCR avec le couple d’amorce
5-ARO et 3’-ARO (Figure 1). Chez le rat
adulte, un produit d’amplification, corres-
pondant a la taille attendue (289 pb) est
présent non seulement dans les cellules de
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Figure 1 : Amplification du messager du
cytochrome P450 aromatase (P450arom)
dans les cellules testiculaires purifiées du
rat adulte. Les produits d’amplifications
sont déposés sur un gel d’agarose a 2%
contenant du bromure d’éthidium. La RT-
PCR est réalisée avec 250 ng d’ARN de : cel-
lules de Leydig (dépét 1), cellules de Sertoli
(dépét 2), spermatocytes pachyténes (depét
3), spermatides rondes (dépét 4), spermato-
zoides (dépot 5). Les dépots 6 et 7, contien-
nent respectivement 250 ng d’ARN extrait
du muscle jambier de rat (témoin négatif)
et 40 ng A’ARN d’ovaire de rat (témoin posi-
tif). Le dépét 8 représente un contréle inter-
ne (ARN remplacé par de l'eau) et M corres-
pond au marqueur de taille l/Hind III
(Appligéne).

Leydig et de Sertoli mais également dans
les trois catégories de cellules germinales
.(spermatocytes pachyténes, spermatides
rondes et spermatozoides testiculaires)
ainsi que dans 'ovaire de rat adulte, mais il
est absent dans le muscle (témoin négatif).
Le séquencage du fragment présent dans
les cellules testiculaires ainsi que celui de
Povaire montrent 100% d’homologie avec la
séquence de YADN d’ovaire de rat publiée
par Hickey et al [21].

En utilisant la RT-PCR quantitative nous
avons pu comparer la quantité ’ARNm du
cytochrome P450arom dans les cellules ger-
minales avec celle des cellules de Leydig et
de Sertoli chez le rat (Tableau 2). Dans les
cellules de Leydig purifiées du rat agé de 20
et 90 jours, le taux ’ARNm de 'aromatase
est identique (36 x 103 amoles/ug d’ARN)
contrairement aux cellules de Sertoli ou1 le
taux ’ARNm chez 'immature est de 72 x

10-3 amoles/ug d’ARN (résultats non mon-
trés), ce taux est 20 fois supérieur a celui
des cellules de Sertoli de rat mature. Dans
les cellules germinales, le taux ’ARNm
dans les spermatocytes pachyténes est de
367 x 103 amoles/ug d’ARN et cette valeur
est 3 fois supérieure a celle des spermatides
rondes ; dans les spermatozoides ce taux
est inférieur a 10-3 amoles/ug ’ARN (limite
de détection de notre méthode).

2, Mise en évidence de la protéine
(cytochrome P450 arom) et mesure de
I’ activité enzymatique

En utilisant un anticorps anti-cytochrome
P450arom humain, nous avons démontré
l'existence d’'une protéine de poids molécu-
laire voisin de 55 kDa dans les tubes sémi-
niferes ainsi que dans une suspension hété-
rogéne de cellules germinales (spermato-
cytes pachyténes et spermatides rondes)
du rat mature (résultats non montrés).

Apres incubation avec de 'androsténedione
tritiée, les activités aromatases des frac-
tions microsomiales sont de 0,62 ; 0,46 et
2,96 pmoles/mg de protéine/h respective-
ment dans les spermatocytes, les sperma-
tides et les spermatozoides ; dans les cel-
lules de Leydig 'activité aromatase se situe
aux environs de 5 pmoles (Tableau 2). Il est
a noter que ces valeurs sont mille fois infé-
rieures a celle du placenta humain pris
comme témoin positif.

DISCUSSION

Chez le rat adulte, nous avons démontré la
capacité des cellules germinales et des cel-
lules de Leydig et de Sertoli & exprimer le
géne de aromatase et ainsi confirmé les
données précédentes obtenues chez la sou-
ris [24, 41]. En utilisant une méthode trés
sensible, la RT-PCR quantitative, nous
avons observé que le niveau basal d’expres-
sion de 'aromatase dans les cellules de
Leydig n’évolue pas quel que soit I’age,
alors qu’il diminue fortement dans les cel-
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Tableau 2 : Activité aromatase et taux d’ARNm du cytochrome P450 aromatase dans les

cellules testiculaires du rat mature.

Activité aromatase Taux ’ARNm
P450arom

Testicule 3,125 + 0,193 -
Cellules de Leydig 5,075 36,20 + 3,40
Tubes séminiferes 1,250 + 0,135 -
Cellules germinales 1,533 + 0,154 -
Spermatocytes pachyténes 0,620 + 0,109 367,20 + 76,60
Spermatides rondes 0,467 = 0,050 117, 60 x 22,00
Spermatozoides 2,963 + 0,695 <1
Cellules de Sertoli - 3,60 £ 0,30
Muscle 0,142 + 0,006 ND
Placenta humain 2403 + 400 -

ND : non détectable
Activité aromatase : pmoles / mg protéine / h
ARNm: 103 amoles / ug d’ARN total

lules de Sertoli (résultas non montrés ;
[34]). Par contre dans les cellules germi-
nales, 'expression de TARNm est 3 fois plus
élevée dans les spermatocytes pachyténes
par rapport aux spermatides rondes ; ces
taux de messager sont par ailleurs 10 a 100
fois plus élevés que dans les cellules soma-
tiques du testicule de méme 4ge. La mesure
de l'activité enzymatique et la révélation de
la protéine a I'aide d’un anticorps spécifique
dans les cellules germinales viennent com-
pléter les résultats sur 'expression du géne
de P'aromatase et plaident donc pour l'exis-
tence d'un autre lieu de synthese et d’acti-
vité pour cette enzyme dans les cellules ger-
minales du rat, plus précisemment les sper-
matides et les spermatozoides [32]. Ces
résultats sont d’autant plus plausibles que
la présence de récepteurs aux androgénes,
substrat nécessaire a I'enzyme, a été rap-
portée dans les spermatides du rat [58]. La
complémentarité de nos observations rela-
tives a l'existence d'une aromatase biologi-
quement active dans les cellules germinales
du rat est & associer a celles rapportées
chez la souris [41], Pours [56] mais égale-
ment chez le coq [28].

Si on compare le taux ’ARNm du cytochro-
me P450arom et Pactivité aromatase dans

les cellules germinales, on constate un
décalage entre le niveau d’expression et
P’activité biologique. La régulation de l'ex-
pression du géne de 'aromatase dans les
cellules testiculaires au cours du développe-
ment, notamment la maturation du messa-
ger du P450arom semble &tre progressive
depuis le stade spermatocyte jusqu’au sper-
matozoide ce qui est en accord avec les
observations de Hess [20] démontrant que 6
jours s’écoulent entre la synthése ’ARNm
dans les spermatides rondes et le début de
Pactivité enzymatique qui persistera
durant 12 jours en absence de message
mesurable. Toutefois, la présence d’'une aro-
matase biologiquement inactive (non glyco-
sylée) dans les cellules germinales plus
jeunes et l'influence de modulateurs para-
crine et/ou endocrine sur cette expression
peuvent étre évoqués.

Si la synthése testiculaire d’oestrogenes est
indiscutable, le mécanisme d’action de ces
hormones implique ’existence de récep-
teurs [40] qui ne sont pour le moment
décrits que dans les cellules de Sertoli et de
Leydig [25]. Concernant le role des oestro-
génes dans les cellules germinales bien
qu’aucune preuve de récepteur ne soit
connue, des évidences trés fortes plaident
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en faveur d’un contrdle positif puisque chez
des souris dépourvues en récepteur aux
oestrogénes (ER knock-out), méme si le
tractus génital se développe noermalement,
une hypofertilité des souris méles a été
notée en association avec une diminution
du nombre et de la motilité des spermato-
zoides [16, 35]. On peut aussi évoquer le
rdle paracrine négatif exercé par les cel-
lules germinales sur Paromatase sertolien-
ne [5, 17, 31] via 'expression du protoonco-
gene c-fos largement présent des les cel-
lules de Sertoli et les cellules germinales
chez les rongeurs [22, 45].

Ainsi dans le développement et le maintien
de la lignée spermatogénétique, en dehors
des gonadotropines et de la testostérone, les
oestrogénes seraient également impliqués
et ceci est en accord avec des observations
faites chez le mouton oll une corrélation
positive entre oestradiol intratestisculaire
et nombre de spermatogonies a été observée
(M.T .Hochereau-de Reviers, communication
personnelle). Enfin au niveau de I’épididy-
me, il y a 20 fois plus d’oestradiol dans le
fluide de la téte epidydimaire que dans le
sang chez le rat [26] et la présence de
récepteurs aux oestrogénes plus spéciale-
ment au niveau de la téte, est bien établie
[13] ce qui est en rapport avec I'activité aro-
matase des spermatozoides qui est forte
dans la région apicale de cet organe chez la
souris [24]. En somme, en dehors des cel-
lules de Leydig et de Sertoli du rat qui
conservent la possibilité d’exprimer enzy-
me, une aromatase fonctionnelle a été
décrite dans les cellules germinales comme
cela avait été rapporté dans de nombreuses
espeéces et cette source supplémentaire
d’oestrogénes dans le testicule semble
importante dans le développement de la
lignée germinale tout comme dans le main-
tien de la fonction épididymaire. Le role
exact des oestrogénes dans les voies repro-
ductrices du rat méile ainsi que la régula-
tion de l'expression du géne de 'aromatase
pendant le développement testiculaire res-
tent a clarifier.

Ces résultats et ceux de la littérature met-
tent donc en évidence 'expression pluricel-
lulaire du géne de aromatase dans le testi-
cule du rat mais aussi chez la souris, lours,
le coq et confirment la syntheése d’oestradiol
dans les cellules germinales du maéle,
notamment les spermatozoides. Méme si le
réle de 'aromatase et des oestrogénes reste
incertain (on ne connait pas bien les cibles
et peu de données sont disponibles concer-
nant les génes oestrogéne-sensibles dans le
tractus génital maile), il est 4 noter que dans
l'infertilité masculine, la téte epididymaire
(cible des oestrogénes) est souvent impli-
quée [19] ; donc mieux connaitre le role de
ces hormones dans cette région est capital
pour la mise au point de futurs traitements,
comprendre les effets néfastes des oestro-
genes (1ésion épididymaire) et développer de
nouvelles approches contraceptives. Ces
données plaideraient pour l'existence d'un
nouveau compartiment endocrine testiculai-
re, les cellules germinales, et compte tenu
des anomalies rencontrées dans la sperma-
togenése chez des animaux déficients en
récepteur aux oestrogénes et chez '’homme
porteur de tumeurs testiculaires, les oestro-
genes (et/ou le rapport androgeénes/oestro-
génes) joueraient un réle dans le développe-
ment testiculaire et pourraient représenter
un nouveau marqueur de l'infertilité [36]
et/ou de 'hypofertilité [39] masculine.
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ABSTRACT

Germ cell aromatase : any relevant
physiological role ?

S. CARREAU, J. LEVALET

The ability of the male gonad to
convert androgens into estrogens is
well known. According to age, aroma-
tase activity has been already measu-
red in immadture and mature rat Ley-
dig cells as well as in Sertoli cells.
Recently, in different studies, a cyto-
chrome P450,,,, has even been immu-
nolocalized not only in Leydig cells
but also in germ cells of mouse, brown
Bear and rooster whereas in pig, ram
and human the aromatase is mainly
present in Leydig cells. Our purpose
was to investigate the testicular cell
distribution of cytochrome P450arom
mRNA in adult rat using RT-PCR. With

2 highly specific primers located on
exons 8 and 9, we have been able to
amplify a 289 bp aromatase fragment
not only in Leydig cells and Sertoli
cells but more importantly in highly-
enriched preparations of pachytene
spermatocytes, round spermatids and
testicular spermatozoa. These ampli-
fied products showed 100% homology
with the corresponding fragment of
the rat ovary cDNA. In parallel, using
an anti-human cytochrome P450arom
antibody we have demonstrated the
presence of a 55 kDa protein in semini-
ferous tubules and crude germ cell
(pachytene spermatocytes and round
spermatids) preparation of the mature
rat. After incubation with tritiated
androstenedione, the aromatase activi-
ties in the microsomal fractions were
3.12 + 0.19 pmoles/mg/h in the testis,
1.25 £ 0.13 in the seminiferous tubules
and 1.53 £ 0.15 in the crude germ cells.
In purified testicular spermatozoa the
aromatase activity was 2.96 + 0.69
pmoles/mg/h and found to be 5-fold
higher when compared to that of
either purified pachytene spermato-
cytes or round spermatids. Using a
quantitative RT-PCR method with a
standard cDNA 29 bp shorter, we have
compared the amount of cytochrome
P450arom mRNA in mature rat Leydig
cells and Sertoli cells. In purified Ley-
dig cells from 90 day-old rats the
P450arom mRNA level was : 36.2 + 34 x
10-3 amoles/ug RNA whereas in Sertoli
cells the mRNA level was 10 fold lower.
In pachytene spermatocytes, round
spermatids and testicular spermatozoa
the P450arom mRNA levels were re pec-
tively 367.2 = 76.6, 117.6 + 22.0 and <1
x10-3 amole/ug RNA.

In conclusion we have demonstrated
that the P450 aromatase is present not
only in Sertoli cells and Leydig cells
from mature rat testis but a biological-
ly active aromatase exists also in germ
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cells (pachytene spermatocytes, round that suggests a putative role for these
spermatids and spermatozoa). The hormones during the male germ cell
existence of an additional source of development.

estrogens within the genital tract of

the male is now well documented and Key words : Aromatase, estrogen(s), RT-

PCR, germ cells, rat.
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