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RESUME 

L'ing6ni6rie g6n6t ique p e r m e t  une  analyse  
fonct ionnel le  des g6nes impliqu6s dans  la 
spermatogen6se .  Dans  de n o m b r e u x  cas, l'at- 
t e in te  de la spe rmatogen6se  a 6t6 for tui te ,  
c o n f i r m a n t  la g r a n d e  sensibi l i t6  de  ce t te  
fonct ion  v i s / t  vis des a l t6ra t ions  g6n6tiques.  
Les 6 tudes  ont  d6j/t por t6es  sur  pr6s de cen t  
de ces g6nes et  ont  pe rmis  en t r e  au t res  �9 
l '6 tude des fac teurs  impl iqu6s dans  la m6iose, 
c o m m u n s  ou non  aux deux  sexes, et leurs  rap- 
por ts  6ventue ls  avec le c ance r  et l 'apoptose ; 
de fa i re  u n  p r e m i e r  tr i  en t r e  les fac teurs  qui 
peu v e n t  6tre  impl iqu6s  dans  des st6rilit6s et  
ceux qui  p e u v e n t  6tre  compens6s  pa r  redon-  
d a n c e  g6n6t ique  ; la d i ssec t ion  de  m6ca- 
n i smes  de la spermiogenbse  ; l ' analyse  des  
processus impl iqu6s dans  la r6ponse  au choc 
t h e r m i q u e  et  la ba r r i6 re  h6mato- tes t icula i re .  
Les r6suRats  s '6tendent/~ d ' au t r e s  n iveaux  de 
la biologic de la r e p r o d u c t i o n  pour  les deux  
sexes, et la i ssent  appa ra i t r e  des malad ies  
pou v a n t  6tre associ6es h une  st6rilit6 mascu-  
line. Les donn6es  m o n t r e n t  aussi  l ' importan-  
ce des d issocia t ions  en t r e  le g6notype et le 
ph6no type  des spermatozo ides  et  soul6vent  la 
ques t ion  de  di f f6rences  fonct ionnel les  inter-  
sp6cif iques de  g6nes homologues .  

Mots-cl$s : souris transgdnique, inactivation 
gdnique, mdiose, spermatogen~se, spermatozo~des, 
testicule 

Actuel lement  environ 100 g6nes exprim6s au 
n iveau  test iculaire  ont 6t6 6tudi6s par  g6nie 
g6n6tique, et pour environ 90 d 'entre  eux, une  
modification de leur  expression a indui t  des 
per turbat ions  de la spermatogen6se.  Les ph6- 
notypes obtenus par  induct ion d 'anomalies  de 
la spermatogen6se par  g6nie g6n6tique sont 
r6pertori6s dans plusieurs  revues [10 ,14] .  Ils 
ne seront  pas repris  ici (se repor ter  aussi  aux 
revues [4-6]). 

C o m b i e n  d e  g 6 n e s  i m p l i q u 6 s  d a n s  la  
s p e r m a t o g e n 6 s e  ? 

Le grand  nombre  de souris "knock-out" (KO) 
mon t ran t  une  a t te inte  de la spermatogen6se 
c0nfirme les donn6es de la toxicologic quant  
la g rande  sensibilit6 test iculaire  aux at te intes  
g6n6tiques. Ainsi, on a t t enda i t  des per turba-  
tions r6nales et de la pressi0n sanguine  aprbs 
inact ivat ion du cot ranspor teur  Na+- K+- 2C1-, 
mais  c'est une  st6rilit6 mille qui a 6t6 observ6e 
[16]. La mise en 6vidence de la part ic ipat ion de 
ces g6nes dans la spermatogen6se a ainsi  6t6 
souvent fortuite. Pa r  exemple, il est apparu  
que la cas6ine kinase  2ct' joue un  r61e impor- 
t an t  dans la morphogen6se des t6tes des sper- 
matides ,  alors qu'il 6tait a t t endu  des anoma- 
lies neurologiques [20]. Cela mont re  que de 
tr6s nombreux facteurs res ten t  ~ identifier, y 
compris des isoformes de divers facteurs  sp6ci- 
fiques des gam6tes males. 

A l ' inverse, en ciblant un g6ne pr6sum6 impor- 
t an t  pour la spermatogen6se,  on a parfois eu la 
surprise  de conserver une  fertilit6 masculine.  
On d6couvre ainsi  que des histones peuvent  
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compenser la fonction de l'histone 1 sp6cifique 
du testicule (Hlt), puisque son inactivation ne 
perturbe pas la spermatogen6se [11]. 

La p r o p h a s e  m 6 i o t i q u e  : u n e  6tape parti- 
c u l i 6 r e m e n t  s ens ib l e  aux  modi f i ca t ions  

m4tabo l iques  et  au choc  t h e r m i q u e  

Les spermatocytes I en prophase m6iotique 
sont particuli6rement sensibles ~ des modifica- 
t~ons de l'expression de leurs g6nes, notam- 
ment ceux impliqu6s dans la recombinaison. 
Dans ce cas, ils sont 61imin6s, ce qui conduit 
une d6pl6tion des tubes s6minif6res. Ces 
mod61es ont donc permis de confirmer l'exis- 
tence de m6canismes de contr61e, notamment 
au stade pachyt6ne, afin d'emp~cher la trans- 
mission ~ la descendance de cellules germi- 
nales g6n6tiquement alt6r6es. L'activation de 
ces syst6mes de contr61e commande le d6clen- 
chement d'une mort cellulaire programm6e. 
Par la suite, les cellules de Sertoli se d6tachent 
ou se vacuolisent, confirmant l'importance des 
inter-d6pendances entre les cellules soma- 
tiques et germinales. 

Un autre apport de cette technique concerne 
donc aussi l'importance, pour les cellules ger- 
minales, des g6nes de l'6vitement de transfor- 
mations malignes (supresseurs de tumeurs) 
comme p53 ou des g6nes impliqu6s dans les 
processus d'induction de l'apoptose comme 
Bax, et Apaf-1 ou de protection contre l'apopto- 
se, comme ceux de la famille bcl2 (revue dans 
[4,6]). 

Le spermatocyte I apparait aussi 6tre la cellu- 
le cible de la r6ponse au choc thermique. Ainsi 
l'expression d'une forme activ6e du facteur de 
transcription de r6ponse au stress thermique 
(HSF1) entraine-t-elle la mort par apoptose 
des pachyt6nes tardifs [13]. 

Mise en  4 v idence  de d i f f6rences  entre  
m6ioses  m~le  et f emel le  pour  des  4v6ne- 

m e n t s  a p p a r e m m e n t  s imi la ires  

Les souris KO permettent  de r6pertorier les 
g6nes impliqu6s dans la recombinaison et de 
contr61er la fonction de ces g6nes pour l'appa- 
riement des chromosomes. Elles r6v61ent qu'il 
existe bien des facteurs communs aux deux 
sexes, comme on pouvait s'y attendre. Mais 
elles montrent aussi quail existe des facteurs 

sp6cifiques d'un sexe pour des 6v6nements 
apparemment  similaires. Nous prendrons 
deux exemples particuli6rement inattendus. 
L'inactivation du facteur Pms2 de r6paration 
du DNA apr6s recombinaison, n'entraine un 
arr6t m6iotique que chez le m~le [1], contraire- 
ment ~ l'inactivation du facteur de r6paration 
Mlhl qui provoque un arr6t m6iotique dans les 
deux sexes [3]. L'inactivation de Scp3 codant 
pour un composant structural majeur des com- 
plexes synapton6maux, ne perturbe que la 
m6ioses m~le [22]. 

L'analyse  fonc t ionne l l e  des  facteurs  de 
c o n d e n s a t i o n  du n o y a u  du s p e r m a t o z o i d e  

Bien d'autres aspects de la diff6renciation des 
cellules germinales peuvent ~tre abord6s par 
g6nie g6n6tique, comme par exemple le proces- 
sus de remplacement des histones par les pro- 
t6ines de transition puis:par les protamines au 
cours de la spermiogen~se (revue dans [6]). 
L'inactivation de HR6B codant pour la d6gra- 
dation des histones conduit h d'importantes 
anomalies de la forme du noyau et h une st6ri- 
lit6 [17]. Des perturbations dans ]a r6gulation 
de l'expression des g6nes des prot6ines de tran- 
sition (TPs) ou des protamines conduisent ~un  
arr~t de la spermiogen6se. Par contre, la sup- 
pression de l'expression de TP1 n'emp~che pas 
la condensation de la chromatine et seules 
quelques t6tes spermatiques ont une forme 
anormale. De fa~on encore inexpliqu6e, la 
mobilit6 est tr6s affect6e et seulement 40% des 
males  sont fertiles avec d'ailleurs des perfor- 
mances abaiss6es [21]. Enfin, l'inactivation de 
TP2 n'a, apparemment, pas d'incidence sur la 
fertilit6 chez la souris [21]. 

D 6 c o u v e r t e  de g6nes  impl iqu6s  dans  la 
m o r p h o g e n 6 s e  du f lagel le  du 

s p e r m a t o z o i d e  

Les souris KO sont aussi des mod61es pour 
d6tecter des facteurs impliquds dans l'organi- 
sation et la r6organisation du cytosquelette 
pendant la spermiogen6se. Nous ne citerons 
que deux exemples. L'inactivation d'un g6ne 
pour un composant des jonctions d'ancrage 
intercellulaire, Nectin-2, a provoqu6 des ano- 
malies majeures des spermatozo~des, notam- 
ment  au niveau flagellaire. Ces anomalies 
pourraient s'expliquer par la possibilit6 que 
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cette nectine contribue ~ d6placer l'actine pour 
la formation du flagelle cours de sa morphoge- 
n6se normale [2]. Des anomalies de l'assembla- 
ge et de l 'allongement des composants flagel- 
laires sont retrouv6s apr6s inactivation de 
JunD, un g6ne dont la fonction reste encore 
61ucider [18]. 

Surpr i ses  au n i v e a u  de la not ion  de 
barri6re  h6mato- te s t i cu la i re  

L'inactivation d'un g6ne codant pour un com- 
posant majeur des jonctions serr6es, Osp/clau- 
din-11, a tout naturellement entrain6 le d6ta- 
chement des cellules de Sertoli dans la lumi6- 
re des tubes s6minWeres. Pourtant, aucun pro- 
cessus d'autoimmunit6 ne s'est produit et 
aucune cellule d'origine sanguine ni aucun 
signe d'inflammation n'a 6t6 observ6 chez les 
souris concern6es [7]. De plus, l'expression 
anormale de l ' interleukine 2 humaine chez la 
souris conduit ~ l 'infiltration de lymphocytes 
dans les tissus c6r6braux et la peau, mais pas 
dans les testicules, qui pourtant d6veloppent 
une d6pl6tion germinale [15]. 

Des  re tomb4es  pour  la b io log ie  de la 
r e p r o d u c t i o n  en g6n6ral  

Une vingtaine de g6nes peuvent 6tre ~ pr6sent 
r6pertori6s, dont l 'inactivation n'a pas seule- 
ment conduit ~ une perturbation de la sperma- 
togen6se, mais aussi  ~ des anomalies 
d'autres niveaux des organes de la reproduc- 
tion t an t  masculine (conduits, glandes 
annexes) que f6minine (glande mammaire, 
ut6rus, placenta), ou au niveau du produit de 
la f6condation (implantation, survie embryon- 
naire), ou m~me du comportement sexuel et 
maternel (revue dans [6]). 

G~nes  de la m6iose  et g6nes  de 
suscept ib i l i t6  au cancer  

Les souris KO permettent d'identifier les g6nes 
qui sont impliqu6s ~ la fois dans le maintien de 
l'int6grit6 du g6nome des cellules somatiques 
et dans les recombinaisons g6n6tiques. On 
peut ainsi constater qu'il existe une vari6t6 de 
situations avec des g6nes sp6cifiques de tissus, 
des g6nes communs aux cellules lymphoides et 
germinales et aussi, dans ce deuxi6me cas, des 
sp6cificit6s de sexe. Une retomb6e majeure est 
l'obtention de mod61es animaux pour des syn- 

dromes humains, comme pour le g6ne Atm de 
l'Ataxie t61angiectasie [19]. Par transgen6se, 
on peut aussi dScouvrir des g6nes qui pour- 
ra ient  avoir un r61e dans l 'apparit ion de 
tumeurs testiculaires. Cela a 6t6 le cas en sur- 
exprimant GDNF, un facteur neurotrophique 
exprim6 dans les spermatogonies [12]. 

Maladies  as soc i6es  

Des atteintes somatiques sont aussi apparues 
pour une vingtaine de g6nes inactiv6s par 
g6nie g6n6tique, et qui ont entrain6s une per- 
turbation de la spermatogen6se. Elles ne se 
limitent pas ~ des immunod6ficiences mais 
peuvent atteindre des tissus tr6s vari6s (revue 
dans [6]). Cela ne saurait  nous surprendre 
dans la mesure off un certain nombre de souris 
de laboratoire ~ mutation spontan6e pr6sen- 
tent des maladies associ6es ~ une st6rilit6 
masculine. 

Dif f6rences  fonc t ionne l l e s  inter- 
sp6c i f iques  de g6nes  h o m o l o g u e s  

Bien entendu, comme tout mod61e animal, 
quelques r6serves peuvent 6tre faites. Nous 
prendrons comme seul exemple la question 
d'une homologie de s6quence d'un g6ne d'une 
esp6ce ~ l'autre, qui ne signifie pas toujours 
une fonction similaire pour les raisons sui- 
vantes : 1) du fait d'une homologie restreinte 
un seul domaine (c'est le cas des membres de 
super-families) ; 2) la fonction du g6ne peut 
~tre conditionn6e par le stade d'expression 
et/ou la localisation du produit et 3) le produit 
d'un g6ne peut avoir pour fonction de r6guler 
la translation de diff6rent facteurs, comme les 
prot6ines associ6es aux mRNAs (exemple les 
g6nes DAZ) [8]. Ces divergences fonctionnelles 
entre g6nes homologues trouvent un exemple 
qui pourrait 6tre un mod61e : l 'inactivation de 
Insl3 provoque une cryptorchidie chez la sou- 
ris, mais aucune anomalie significative de ce 
g6ne n'est retrouv6e apr6s l'6tude d'hommes 
pr6sentant cette affection [9]. 

Le s p e r m a t o z o i d e  : u n e  ce l lu le  caract6ri-  
s6e par  u n e  d i s soc ia t ion  entre  

p h 6 n o t y p e  et g6notype  

Les r6sultats obtenus par inactivation d'un 
g6ne sont conditionn6s par l'existence de ponts 
entre les cellules germinales qui permettent le 
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passage de mRNAs et de prot6ines. Seules les 
souris homozygotes 6taient st6riles. Donc 
l'6tat h6t6rozygote, la moiti6 des spermato- 
zoides pressentant un ph6notype normal por- 
tait  un d6faut g6n6tique (revue dans [4]). 

C O N C L U S I O N  

B i e n  q u e  les  e n s e i g n e m e n t s  a c q u i s  p a r  g 6 n i e  

g 6 n 6 t i q u e  a i e n t  l e u r s  l i m i t e s ,  c o m m e  t o u t e  

m a n i p u l a t i o n  e x p 6 r i m e n t a l e ,  il e s t  i n d 6 n i a b l e  

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

m a m m i F e r e s  a f a i t  u n  b o n d  e n  a v a n t  p a r  c e t t e  

a p p r o c h e  e t  c e t t e  a v a n c 6 e  n e  f a i t  q u e  c o m m e n -  

cer.  D e  p l u s ,  l ' 6 m e r g e n c e  c o n j o i n t e  de  c e t t e  

t e c h n i q u e  e t  de  l a  f 6 c o n d a t i o n  p a r  m i c r o i n j e c -  

t i o n  d a n s  l ' o v o c y t e  a d o n n 6  u n  r e g a i n  d ' i n t 6 r ~ t  

/~ l ' 6 t u d e  de  l a  s p e r m a t o g e n 6 s e .  
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ABSTRACT 

GENETIC ENGINEERING AND 
SPERMATOGENESIS 

D. ESCALIER 

The  k n o w l e d g e  of  m a m m a l  s p e r m a t o g e n e s i s  
t ake s  g r e a t  a d v a n t a g e  of  t he  p o w e r f u l  m e t h o d  
of  f u n c t i o n a l  ana lys i s  by  gene t i c  eng inee r ing .  
This  m e t h o d  al lows to s t u d y  t he  fac to rs  impli-  
c a t e d  in  meios i s  d e p e n d i n g  on  t he  sex a n d  
t h e i r  poss ib le  r e l a t i o n s h i p s  w i t h  t u m o r i g e n e -  
sis a n d  apoptos i s .  I t  can  be d i s t i n g u i s h e d  t he  
fac to rs  poss ib ly  invo lved  in s te r i l i t ies  a n d  
those  t h a t  can  be  c o m p e n s a t e d  by gene t i c  
r e d u n d a n c y .  The  m e c h a n i s m s  of  spe rmioge-  
nes i s  can  be d i ssec ted ,  as can  be  those  of  t he  
h e a t  shock  r e s p o n s e  a n d  t he  hema to - t e s t i cu -  
la r  bar r ie r .  Da ta  e x t e n t  to t he  b io logy of  
r e p r o d u c t i o n  at  va r i ous  levels  in b o t h  sexes 
a n d  to t he  q u e s t i o n  of  s t e r i l i ty -assoc ia ted  
d i seases .  K n o c k - o u t  m i c e  a lso  s h o w  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  t h e  m a l e  g e r m  cel l  
g e n o t y p e / p h e n o t y p e  d i s soc ia t ion  in  hemizy-  
gous .  As a n  e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h ,  t h e  
m e t h o d  k n o w s  some  l im i t a t i ons  such  as t he  
d i f f e rences  b e t w e e n  spec ies  in  t h e  f u n c t i o n  
a n d  e x p r e s s i o n  of  h o m o l o g o u s  genes .  The  
u n e x p e c t e d  fa i lu res  of  s p e r m a t o g e n e s i s  f o u n d  
in m a n y  cases  s u p p o r t s  t he  n o t i o n  t h a t  sper-  
m a t o g e n e s i s  is v e r y  s e n s i t i v e  to  g e n e t i c  
d a m a g e s  a n d  s h o w  t h a t  m a n y  genes  have  to 
be inves t iga t ed .  

Key words  : knockout mice, meiosis, spermatogene- 
sis, spermatozoa, testis. 
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