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RESUME 

Les  c e l l u l e s  de  S e r t o l i  (CS) de  nom-  
b reuses  espbces p rodu i sen t  une  andro-  
g e n - b i n d i n g  p r o t e i n  (ABP) secr~t~e  
la fois vers  le c o m p a r t i m e n t  sangu in  et  
vers  la lumi~re  des tubes  s~minif~res.  
Depu i s  c e t t e  d e r n i ~ r e ,  el le es t  t r ans -  
por t~e  jusqu '~  r ~ p i d i d y m e  o/l elle est  
capt~e pa r  les cel lules ~pithdliales.  De 
n o m b r e u x  a r g u m e n t s  son t  en  f a v e u r  
d 'un  r61e de rABP dans  la m a t u r a t i o n  
des spermatozoides .  Au r e g a r d  de l'im- 
p o r t a n c e  poss ib l e  de  r A B P  il n o u s  a 
sembld j u d i c i e u x  de c r i e r  des  l igndes 
de souris  t r ansgdn iques  (ST) p o r t a n t  le 
g~ne  de  I 'ABP de  r a t  (ABPr) a f in  de  
d d t e r m i n e r  son r61e dans  la physiolo-  
gie de la r e p r o d u c t i o n  chez le mille. 

Un c lone  d'ADN g~nomique  de r a t  de  
5.5 Kb a ~t~ inject~ dans  le p r onuc l e us  
d 'ovocytes  fdcondds de souris.  Ces ovo- 
cytes  on t  ~td r~implant~s  dans  l 'u tdrns  
de r e c e v e u s e s  p s e u d o - g e s t a n t e s  CD-1. 
La d~tec t ion  des ST a ~t~ effectu~e pa r  
S o u t h e r n  Blot et  p a r  PCR ~ l 'aide res- 
p e c t i v e m e n t  d ' u n  ADNc d 'ABPr  mar -  
qu~ p a r  32P e t  p a r  des  o l igo-nucl~o-  
t ides  r e c o n n a i s s a n t  les exons 1 et  7 du  
gbne de  I 'ABPr. La loca l i s a t ion  chro-  
mosomique  des t ransg~nes  a dt~ effec- 
tu~e p a r  h y b r i d a t i o n  in-si tu de f luores-  

cence  (FISH) dans  des cellules de moel- 
le osseuse  en  m d t a p h a s e  de ST/ABPr .  
L ' e x p r e s s i o n  a ~td ana ly s~e  p a r  Nor- 
t h e n  Blot  e t  RT-PCR d a n s  la p l u p a r t  
des  t issus  des ST hdtdrozygotes .  Dans  
le tes t icu le ,  r e x p r e s s i o n  ce l lu l a i r e  du  
t r ansgbne  a ~t~ de t e rmin~e  p a r  hybri-  
d a t i o n  in-s i tu  (HIS) e t  la l oca l i s a t ion  
de la pro t~ine  a ~td r~v~l~e p a r  immu- 
n o c y t o c h i m i e .  L 'act ivi t~  de  l ia i son  de  
r A B P  a dtd e f f ec tu~e  p a r  la m ~ t h o d e  
au  c a r b o n e  d e x t r a n  et  l '~ tude de r in -  
t e r n a l i s a t i o n  de la p r o t d i n e  a r eposd  
su r  la dd tec t ion  p a r  au toh i s to rad iogra -  
ph ie  ~ h a u t e  r~ so lu t i on  du  c o m p l e x e  
ABP (3H) Tes tos te rone .  La f r agmen ta -  
t ion de rADN a ~t~ ~tudi~e p a r  la tech- 
n ique  TUNEL et  p a r  d lec t rophor~se  de 
r A D N  g d n o m i q u e  total .  La morpho lo -  
gie du  tes t icule  e t  de  l '~pididyme a ~te 
~tudi~e en  microscopie  op t ique  e t  ~lec- 
t ron ique .  

Deux  nouveau-nt i s  p o r t a n t  le gbne de 
r A B P r  ont  et~ identif i~s pa r  S o u t h e r n  
Blot e t  d e u x  l igndes  de sour i s  (lign~e 
ABP 7 et  ABP 24) on t  dtd ob tenues  pa r  
c r o i s e m e n t  de ces sour is  m i l e s  fonda-  
t r ices  avec des sour is  femel les  B6D2FI. 
L 'ana lyse  p a r  FISH a pe rmis  de m e t t r e  
en  ~v idence  u n e  loca l i sa t ion  ch romo-  
somique  d i f fdren te  du  t r ansg~ne  dans  
les 2 Hgndes. Les d e s c e n d a n t s  de  ces 2 

316 



l igndes  pr~sentent  tous  u n e  hypoferti l i -  
t~. Les  r~su l ta t s  des  N o r t h e r n  Blot  et 
rRT-PCR m o n t r e n t  u n e  s u r e x p r e s s i o n  
de ARNm de I'ABPr d a n s  le tes t icu le ,  
rovaire  et rut~rus  des  l ign~es  transg~- 
n i q u e s  ABP 24 et ABP 7. L 'express ion  
de I'ARNm du gbne de r A B P r  est  sp~- 
c i f iquement  retrouv~e dans  les CS par 
HIS. La l i a i s on  de (3H) DHT avec  des  
h o m o g ~ n a t s  t e s t i cu la i re s  est  augmen-  
t~e  d ' u n  f a c t e u r  10 par  r a p p o r t  a u x  
t ~ m o i n s .  D a n s  l e s  t e s t i c u l e s  d e s  ST 
a d u l t e s  c e r t a i n s  t u b e s  s d m i n i f ~ r e s  
montrent  u n e  d~sorganisa t ion  de l'~pi- 
thallium, u n e  a u g m e n t a t i o n  du  nombre  
des  CS, la presence  de cavi tat ions ,  u n  
arr~t  de  la p r o g r e s s i o n  m ~ i o t i q u e  et 
u n e  d~gdn~rescence  des  cel lules  germi- 
hales .  N o u s  avons  constat~  dga lement  
u n e  f r a g m e n t a t i o n  d u  DNA d a n s  l e s  
ce l lules  germina les  en  m~iose.  La pro- 
t ~ i n e  e l l e - m ~ m e  (ABPr)  e s t  p r ~ s e n t e  
dans  l 'espace interst i t ie l  et, au n i v e a u  
de certa ins  tubules ,  dans  les CS et dans  
l e s  c e l l u l e s  g e r m i n a l e s  ~ d i f f ~ r e n t s  
s tades  de maturat ion .  L' internal isat ion 
de r A B P r  est  a u g m e n t ~ e  ~ la fois  dans  
les  ce l lu les  germina le s  et dans  les cel- 
lu les  de rep i th~ l ium ~pididymaire .  

L ' e n s e m b l e  de  ces  r ~ s u l t a t s  r e n f o r c e  
r h y p o t h b s e  du  r~le de rABP au cours  
de  la  s p e r m a t o g d n ~ s e  ms s i  d e s  
e x p d r i e n c e s  c o m p l d m e n t a i r e s  s o n t  
n ~ c e s s a i r e s  p o u r  p r o u v e r  d ~ f i n i t i v e -  
m e n t  son  impl i ca t ion  dans  le contr~le  
de l 'hom~os tas i e  t e s t i cu la i re  et ~pidi-  
dymaire .  

M o t s  Clds : Androgen-binding protein, transgd- 
n~se, souris, testicule, fertilitg. 

INTRODUCTION 

La cellule de Sertoli produit une prot~ine 
de liaison des androg~nes (ABP) qui lie la 
testosterone et la dihydrotestost~rone avec 
une haute affinitY. La majeure partie de 
l'ABP est secr~t~e dans la lumi~re du tube 

s~minif~re puis est transport~e jusqu'au 
niveau de la t~te de l'~pididyme off elle est 
internalis~e par l '~pith~lium [1-6]. Une 
petite partie de l'ABP est secr~t~e par le 
pSle basal puis traverse la membrane basa- 
le et l'espace interstitiel pour atteindre la 
circulation syst~mique [7]. L'ABP a tr~s lar- 
gement ~t~ utilis~e pour ~tudier la fonction 
testiculaire car elle constitue un tr~s bon 
marqueur de la fonction sertolienne [8-11]. 
Chez la plupart des esp~ces le foie adulte 
secrete une prot~ine de liaison des st~roides 
appel~e sex ho rmone-b ind ing  globulin 
(SHBG) qui est cod~e par le m~me g~ne [12, 
13]. I1 est  g~n~ra l emen t  admis  que 
I'ABP/SHBG, en rant que transporteur des 
androg~nes r~gule la biodisponibilit~ de ces 
androg~nes dans les espaces extracellu- 
laires .  I1 a ~t~ ~ga lement  sugg~r~ que 
l'ABP/SHBG pouvait se comporter comme 
un facteur de croissance ou une hormone 
[14, 15], et, au niveau de l'appareil repro- 
ducteur, qu'elle pouvait jouer un rSle dans 
la spermatogen~se et la matura t ion  des 
spermatozoides [8, 9, 16-18]. 

PRODUCTION DES ANIMAUX 
TRANSGENIQUES 

/kiln de d6terminer le rSle de rABP dans la 
reproduction, nous avons produit des souris 
transg~niques pour le g~ne de l'ABP de rat. 
En bref, 200 h 2000 copies d'un clone g~no- 
mique de l'ABP de rat contenant 8 exons et 
1,5 kb de la r~gion adjacente 5' cens~ com- 
porter la s~quence r~gulatrice du promo- 
teur P1, ont ~t~ introduits dans le pronu- 
cleus d'ovocytes f~cond~s et r~implant~s 
dans les oviductes de souris receveuses 
pseudogestantes [19]. La presence du trans- 
g~ne a ~t~ identifi~e par transfert de type 
Southern  et hybr ida t ion  avec de I'ADN 
dig~r~ par Eco-RI dans trois souris fonda- 
trices (1,7 et 24). Deux lign~es d'animaux 
transg~niques (lign~e 24 et lign~e 7) ont pu 
~tre obtenues par croisement des souris 
fonda t r i ces  in i t i a l e s  avec des souris  
C57BL/6J et des DBA/2J F1 [19]. 
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La lign~e 1 s'est interrompue car le fonda- 
teur m~le 1 n'a pas pu se reproduire avec 
succ~s. Les animaux de la lign~e 24 ont 
incorpor~ au moins deux fois plus de copies 
du g~ne ~tranger que les animaux de la 
lign~e 7. Les animaux h~t~rozygotes des 
deux lign~es sont identifi~s par PCR ~ l'ai- 
de d'amorces sp~cifiques du rat permettant 
de faire la difference avec le g~ne endog~ne 
de rABP de souris. 

Les techniques d'hybridation in situ en fluo- 
rescence (FISH) ont permis de montrer que 
les multiples copies du transg~ne sont int~- 
gr~es ~ un seul locus. Les caryotypes de 
chaque m~taphase et l ' identification des 
chromosomes ont ~t~ r~alis~s en accord avec 
le "Committee on Standardized Genetic 
~\ A B P - 2 4  

vq 

Nomenclature for Mice" (1972) et la codifi- 
cation des bandes a ~t~ r~alis~e comme 
d~crit pr~c~demment [21]. Les r~sultats de 
la FISH, montrent que le transg~ne est loca- 
lis~ sur le chromosome 3, r~gion E dans la 
lign~e 24 et sur le chromosome 19, bande 
D1 dans la ligu~e 7 (Figure 1). 

Pour ~l iminer les effets qui pour ra ien t  
r~sul ter  d 'une muta t ion  inser t ionnel le ,  
seules les modifications communes pr~sen- 
t~es par les deux lign~es ont ~t~ analys6es 
et attributes ~ raugmentat ion du nombre 
de copies du g~ne ABP. 

/kiln de d~terminer si l'int~gration du g~ne 
~tranger s'~tait effectu~e selon l'orientation 
correc te  n~cessa i re  ~ la t r ansc r ip t ion ,  

! 

q'a 

Figure 1 : L 'dtude p a r  hybr idat ion  in s i tu  en microscopie  de f luorescence ( technique FISH) 
de mdtaphase  de cel lules  tes t iculaires  de  souris  t ransgdnique de la lignde 24 (A) e t  de  la 
lignde 7 (C) et  le caryotype correspondant  en bande  G ( B e t  D) ddmontrent  que le transg~ne 
de I'ABP de ra t  est  localisd sur  le chromosome 3 (fl~che) dans  la lignde 24 et  sur  le chromo- 
some 19 (fl~che) dans  la lignde 7. 
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rADN a ~t6 dig6r6 avec des enzymes de res- 
triction reconnaissant des sites de restric- 
tion en position distale, et l'analyse de la 
taille des fragments obtenus confime que 
95% environ des copies du g~ne de rABP de 
rat sont int~gr~s dans rorientation proxi- 
modistale (Larriba et collaborateurs, r~sul- 
tats non publi~s). 

EXPRESSION T I S S ~ R E  ET 
CELLULAIRE SPECIFIQUE DE L'ABP 

TRANSGENIQUE 

Afin de d~terminer dans quel tissu de sou- 
ris le g~ne de I'ABP/SHBG de rat est expri- 
m~, les ARN totaux de la plupart des tissus 
des souris transg6niques h~t6rozygotes ont 
6t6 analys~s par hybridation sur Northern 
Blot. Le testicule des souris transg6niques 
(animal fondateur 1 et souris h6t~rozygotes 
des lign~es 7 et 24) contient de tr~s forts 
taux d' ARN messagers  qui s 'hybrident  
avec l'ADNc de rABP de rat. La bande de 
migration de l' ARN messager de I'ABP des 
trang~nes migre ~ environ 1,9 Kb, ce qui 
correspond ~ la taille de l'ARN messager de 
rABP de souris. L'ARN messager de rABP 
testiculaire de rat migre un peu plus vite 
environ 1,7 Kb. Les differences de taille 
constat~es ici sugg~rent donc que l'ABP de 
rat trouv~e dans les souris transg~niques 
doit subir des modifications post-traduc- 
tionnelles similaires ~ celles qui se produi- 
sen t  pour  la prot~ine  de souris .  Nous 
n'avons pas trouv~ d'expression des ARN 
messagers d'ABP dans le foie, le cerveau, la 
prostate, le rein, l'6pididyme, les v6sicules 
s~minales, le tissu musculaire lisse et sque- 
lettique, le coeur, les poumons, la rate, l'in- 
testin, et le tissu adipeux des souris trans- 
g~niques males des lign6es 24 et 7 [20]. 

Les techniques d'hybridation in situ mon- 
trent la pr6sence de transcrit de l'ABP de 
rat exclusivement dans les cellules de Ser- 
toli. Les coupes de tubes s~minif~res de 
souris transg~niques h6t~rozygotes mon- 
trent que rARN messager de l'ABP est loca- 

lis~ dans les cellules de Sertoli alors que les 
cellules de la lign6e germinale et les cel- 
lules in ters t i t ie l les  sont d6pourvues de 
signal sp6cifique [22]. 

ACTIVITE BIOLOGIQUE DE L'ABP 

/kiln de d6terminer si les s6quences d'ARN 
messager de rABP ~taient traduites en une 
prot~ine active, la capacit~ de liaison des 
homog~nats de testicules pour la DHT-H3 a 
6t6 compar6e entre les souris transg~niques 
et les souris contrSles. 

Les differences de l'activit6 de liaison de la 
DHT-H3 permettent d'affirmer que la syn- 
th~se d'ABP est augment~e au moins d'un 
facteur 100 dans les homog6nats de testi- 
cules des souris transg6niques par rapport 
aux souris normales [20]. 

ABP ET INFERTILITE 

Une cons t a t a t i on  i n t6 re s san t e ,  qui en 
m~me temps constitue un s~rieux handicap 
pour le maintien des deux lign6es transg6- 
niques, est la r6duction importante de leur 
fertilit~ [20]. Si l'on excepte la lign~e 1 qui a 
~t~ interrompue ~ cause de l'incapacit~ ~ se 
reproduire du fondateur, le nombre moyen 
des port~es est r6duit en moyenne h 6 nou- 
veau-n6s pour la lign6e 24 et seulement 3 
nouveau-n~s pour la lign~e 7 [20]. 

DISTRIBUTION DE LA PROTEINE ET 
INTERNALISATION 

La presence de la prot~ine dans les tissus 
cibles a 6t6 analys~e par r6action immuno- 
histochimique avec des anticorps polyclo- 
naux anti-ABP de rat obtenus chez le lapin. 
Dans le testicule les r6actions positives 
sont observ6es dans le cytoplasme des cel- 
lules de Sertoli, dans le fluide luminal et 
interstitiel ainsi que dans la lign~e germi- 
nale, comme cela a 6t~ d~j~ d6crit chez le 
rat [23]. La positivit~ est particuli~rement 
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marqu6e dans les cellules germinales  au 
stade pr6m6iotique et m6iotique. 

Nos r6sul ta ts  sugg~rent  donc que I'ABP 
t r ansg6n ique  se comporte  comme I 'ABP 
normale : elle est synth6tis6e par  les cel- 
lules de Sertoli puis transport6e par le flui- 
de vers les 616ments de la lign6e germinale 
et vers les cellules 6pith61iales de la t6te de 
r6pididyme oh elle est internalis6e [6]. 

Afin de d6terminer si rABP est reconnue 
sp6cifiquement par ces cellules oh est capt6e 
par simple phagocytose h la suite de l'expo- 

s i t ion h une tr~s forte concentration d'ABP, 
des cellules de la lign6e germinale de souris 
transg6nique ont 6t6 isol6es et incub6es en 
pr6sence d'ABP de rat radiomarqu6e et l'in- 
ternalisation a 6t6 analys6e par autohisto- 
radiographie en Microscopie Electronique. 
Nous avons recherch6 si les modalit6s d'in- 
ternalisation 6taient similaires h celles que 
nous avions d6jfi d6crites chez le rat [23]. 

L'ABP de rat purifi6e a 6t6 coupl6e par pho- 
toaffinit6 h la A 6-testost6rone triti6e [24] et 
mise en pr6sence de cellules germinales iso- 
16es dans des conditions de temp6rature et 
de pH d6finies permettant  l'endocytose (pH 
7, 34~ La sp6cificit6 de l'endocytose a 6t6 
v6rifi6e en incubant  au pr6alable les cel- 
lules avec un exc~s d'ABP non marqu6e. 

Apr~s des t e m p s  courts ,  les complexes  
r ad iomarqu6s  visual is6s  par  des gra ins  
d 'argent  superpos6s aux sources radioac- 
tives, sont observ6s soit fix6s h la surface 
cel lu la i re ,  sur  la m e m b r a n e  p l a smique  
(Figure 2), soit darts le cytoplasme p6riph6- 
rique associ6s h des v6sicules d'endocytose 
(Figure 3). Les sites tardifs d'internalisa- 
tion d6pendent du stade de maturation des 
cellules germinales. Dans les cellules pr6- 
m6iot iques et m6iotiques,  les complexes 
rad iomarqu6s  sont  d6tectables  dans  les 
noyaux (Figure 4) tandis que dans les cel- 
lules plus diff6renci6es, haplo~des, la prot6i- 
ne s'accumule darts le cytoplasme p6rinu- 
cl6aire, au n iveau de corps mult iv6sicu- 
laires et de l'appreil de Golgi. 

I1 semble  donc que, malgr6 la pr6sence 
d'une quantit6 d'ABP intratesticulaire plus 
importante ,  l 'activit6 d'endocytose r6cep- 
teur-m6di6e des cellules germinales reste 
fonctionnelle. 

ALTERATIONS MORPHOLOGIQUES 

Le bilan de ranalyse des modifications mor- 
phologiques de l'ensemble des tubes s6mini- 
f'eres chez les souris transg6niques, montre 
la coexistence de tubes s6minif'eres appa- 
remment  normaux avec des tubes pr6sen- 
tant  une r6duction du nombre et de la loca- 
l isat ion des cellules germinales  pouvan t  
aller jusqu'~ la lib6ration de cellules imma- 
tures  dans la lumi~re ou pr6sentant  des 
lacunes dans leur r6gion basale associ6e 
des cellules picnotiques probablement  en 
voie de d6g6n6rescence (Figure 5). De plus 
certains tubes montrent  une augmentation 
du hombre de cellules de Sertoli associ6e 
une  d i m i n u t i o n  du nombre  des cel lules 
m6io t iques  (Figure  6). La r6duc t ion  ou 
m6me rabsence d'616ments plus diff6renci6s 
de la lign6e spermatog6n6tique dans ces 
tubes sugg~re la survenue d'anomalies de 
la matura t ion  au cours ou jus te  apr~s la 
m6iose [26]. De plus, cer ta ins  tubes  ont  
subi une rupture  pari6tale qui lib~re des 
cellules germinales de toute cat6gorie dans 
le compartiment intertubulaire (Figure 6). 

L'6tude ultrastructurale de la r6gion basale 
des tubes s6miniFeres des souris transg6- 
niques met en 6vidence la pr6sence de types 
de r6ponses des cellules de Sertoli. Le pre- 
mier type correspond h des cellules de Ser- 
toli  e n d o m m a g 6 e s  avec un  c y t o p l a s m e  
pauvre en organites, un appareil de Golgi 
peu d6velopp6 et un nombre important  de 
peti tes v6sicules qui sont r6part ies  dans 
tout le restant  du cytoplasme. Des alt6ra- 
tions nucl6aires (densit6, forme) sont frap- 
pantes par rapport aux cellules de Sertoli 
de souris normales (Figure 7 A, B). L'enve- 
loppe nucl6aire pr6sente un aspect ondul6 
et l 'h6t6rochromatine marginale est r6duite 
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F i g u r e  2 : Des g r a i n s  d ' a r g e n t  ( f l~ches)  
superposds ~ des sites membrana i res  et des 
vdsicules d'endocytose i nd iquen t  la prdsen- 
ce des  c o m p l e x e s  r a d i o a c t i f s  a u  n i v e a u  
d 'un  spermatocyte  p r i m a i r e  prdleptot~ne (R 
= r e t i c u l u m  ; M = Mi tochondr ies  ; barre = 
0,2 pm) .  

Figure  3 : Loca l i sa t ion  de gra ins  d 'argen t  
dans  des vdsicules d'endocytose prdcoce (E= 
endosome) et tardive (CMV= corps multivd- 
s i cu la i re )  d a n s  le cy top lasme  d ' une  sper- 
matide.  (barre= 0,5 l~m). 

de fa~on consid6rable. Le volume nucl6olai- 
re es t  souvent  augment6.  L 'aspect  ul t ra-  
structural  de la matrice et des cr6tes mito- 
chondriales est  modifi6 [22]. 

Figure  4 : Local i sa t ion  nucldaire  des com- 
plexes  rad iomarquds  dans  un  spermatocyte 
p r ima i re  en ddbut  de mdiose, s tade  leptot~- 
ne. La  source rad ioac t i ve  est  p roche  d ' u n  
complexe synap tondmal  (sy). R= re t i cu lum ; 
G=- appare i l  de Golgi ; barre= 0,5 lzm). 

Figures  2 ~ 4. Ddtection de sites d'internali- 
sation de complexes radiomarquds ABP de 
ra t  / A 6 testostdrone H3 dans  des cei lules  
g e r m i n a l e s  de souris  t ransgdniques  p a r  
autohistoradiographie en microscopie dlec- 
tronique. 

Le second type de r6ponse consiste en cel- 
lules de Sertoli pr6sentant  un noyau et une 
m a t r i c e  c y t o p l a s m i q u e  dense  aux  61ec- 
trons.Elles contiennent des grains de secr6- 
tion nombreux,  un apparei l  de Golgi tr~s 
d6velopp6 et  des  g o u t t e l e t t e s  l ip id iques  
localis6es principalement duns le cytoplas- 
me basal . (Figure 7C).Ces caract~res mor- 
phologiques se rapprochent de ceux que l'on 
trouve duns les cellules m6tabol iquement  
actives [22]. 

Dans le testicule des souris transg6niques 
les e n v e l o p p e s  t u b u l a i r e s  m o n t r e n t  un  
aspect tr~s contourn6 qui concerne t ous l e s  
616ments consti tutifs  de sa structure.  Cet 
aspect se retrouve m~me dans les tubes qui 
ne pr6sentent pus de perte en 616ments ger- 

321 



Figure 5 A, B : Coupes histologiques de testicule de souris non transgdnique (A) et  transgd- 
nique (B). On constate la prdsence de tubes s$minif~res ~ paroi  normale ou subnormale et  
de tubes prdsentant  des ddsordres varids a l lant  de la r~duction de l'dpithdlium s4minif~re 
associde ~ la prdsence de lacunes ou ~ la desquamation des cellules germinales luminales 
et d'une par t ie  du cytoplasme sertolien luminal. 

Figure 6 : Coupe de tubes sdminif~re chez 
une souris  t ransgdnique .  On cons ta te  la 
prdsence de tr~s nombreux noyaux de cel- 
lules  de Ser to l i  (fl~ches) et  d'un nombre 
rdduit  de cellules mdiotiques dans la r~gion 
basale.  Le compar tment  luminal  du tube 
est ddsorganisd avec un nombre extrdment 
rdduit  de spermatides allongdes et des cel- 
lu les  mdio t iques  ddplacdes  o b s t r u a n t  la 
lumi$re. 

minaux. Les cellules p4ritubulaires mon- 
trent des encoches nucl6aires tr6s pronon- 
c4es et l'h4t4rochromatine est condens6e et 
est tr~s indent4e contre l'enveloppe nucl4ai- 
re (Figure 8). La couche interne pr4sente 
une densit6 r6guli6re alors que la couche 
interm6diaire montre par place des r6gions 
denses aux 61ectrons. 

Toutes ces modifications sont associ4es 
une hypertrophie des cellules de Leydig au 
niveau desquelles on constate une augmen- 
tation consid4rable du contenu cytoplas- 
mique en gouttelettes lipidiques. L'hyperac- 
tivit4 de ces ceUules somatiques pourrait  
~tre attribu4e ~ un m4canisme compensa- 
toire. Concernant les cellules de Leydig, il 
est en effet tr~s bien 4tabli que la baisse en 
androg~nes due ~ une castration unilat4ra- 
le conduit ~ une stimulation des cellules de 
Leydig du testicule controlat6ral qui s'hy- 
pertrophie. Chez ces souris transg4niques, 
la r4duction probable du taux de testost4ro- 
ne libre dans le milieu, ~ cause de la forte 
concentration en ABP, peut expliquer l'hy- 
pertrophie des ceUules de Leydig caract6ri- 
s6e par l 'augmentat ion considerable des 
lipides intracytoplasmiques li6e ~ une sti- 
mulation des syntheses st4roides [22]. 

Plusieurs alt4rations morphologiques sug- 
g6rent une augmentation de la d4g4n4res- 
cence cellulaire mais nous n'avons pas trou- 
v6 de n4crose franche. C'est la raison pour 
laquelle nous avons 4tudi4 l'activit4 apopto- 
tique dans ces tissus. La fragmentation de 
I'ADN a 6t6 4tudi4e par un marquage sp4ci- 
fique in situ des terminaisons de I'ADN. 
Chez les souris contrSles tr6s peu de cel- 
lules positives pour la f ragmentat ion de 
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I'ADN sont observ6es alors que chez les sou- 
ris transg6niques on observe des riots de cel- 
lules marquees dans certains tubes localis6s 
essentiellement ~ la partie basale ou moyen- 
ne de l'~pith61ium tubulaire. Leur morpholo- 
gie et leur localisation sugg~rent qu'il s'agit 
de cellules de Sertoli  et d '~l~ments de la 
lign~e germinale en m6iose. [25]. 

Figure s  7 A, B, C : A s p e c t  u l t r a s t r u c t u r a l  
des  ce l lu les  de  Ser to l i  chez  les sour i s  non  
t ransgdniques  (A) e t  t ransgdn iques  ( B e t  C) 
et  des rappor ts  avec la couche  pdr i tubu la i -  
re. 

A : On r e m a r q u e r a  le noyau  avec  ses pro-  
fondes  encoches  carac tdr i s t iques  et  un  cyto- 
p l a s m e  basa l  c o n t e n a n t  un  a b o n d a n t  reti- 
c u l u m  g r a n u l a i r e  ( R ) e t  de  n o m b r e u s e s  
mi tochondr ies  (M) borde p a r  une  membra -  
ne  basa le  rec t i l igne ,  f i ne  e t  p a r a l l ~ l e  a u x  
cel lules  pdr i tubu la i res  (PT). barre  = 0,5 l~m. 

B : A no t e r  une  r d d u c t i o n  d u  n o m b r e  des  
organi tes  cy top lasmiques  p a r t i c u l i ~ r e m e n t  
d a n s  la rdgion in f ranuc lda ire ,  une  modif i -  
cat ion  de la forme  gdndrale  d u  noyau  don t  
l 'enveloppe est  a n o r m a l e m e n t  ondulde. Peu  
de d i s tance  le sdpare de  la lame  basale  (LB) 
et  des composan t s  de la ma t r i ce  ex tracel lu-  
l a i r e  p d r i t u b u l a i r e  d g a l e m e n t  o n d u l d s  
(fl~ches). Mi= Mitose spermatogon ia l e  ," G=- 
Appare i l  de Golgi. barre  = 1 l~m. 

C : A u t r e  a s p e c t  de  c e l l u l e  de  S e r t o l i  a u  
cy top lasme  sombre,  tr~s r iche  en organi tes  
et  g r a i n s  de  sdcrdt ion p r d s e n t a n t  des  rap- 
por t s  n o r m a u x  auss i  b ien avec  les cel lules  
g e r m i n a l e s  (CG) qu 'avec  les cel lules  pdri tu-  
b u l a i r e s . ( P T ) ,  G= A p p a r e i l  de  Golgi ,  M= 
Mitochondrie ,  barre  = 0,5 l~m. 
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Figure 8 : Rdgion basale  de l 'dpi thdl ium 
d'un tube sdminif~re mont ran t  p lus i eurs  
dldments de la lignde germinale  (G) et  la 
couche pdr i tubulaire  form6e d'une couche 
de cellules myo~des pdri tubulaires (PT) ,au 
noyau anormalement  indentd et  au cyto- 
p l a s m e  trds rddu i t  e t  d 'une lame basa le  
(LB) extrdmement  dpaiss ie  et  contournde 
(tdte de fl~che), barre = 0,5 l~m. 

CONCLUSIONS 

Les souris transgdniques qui surexpriment 
I'ABP sdlectivement dans les cellules de 
Sertoli constituent un modble expdrimental 
extr~mement utile pour dtudier le ou les 
r61es de l'ABP dans le testicule. Les diffd- 
rentes approches utilisdes pour caractdriser 
les souris transgdniques conduisent ~ la 
m~me conclusion : les cellules cibles des 
animaux transgdniques sont soumise ~ des 
taux de protdine considdrablement plus dle- 
vds que les cellules des animaux contrSles. 

L'dtude des tissus cibles montre que ~ la fois 
la lignde germinale et les cellules soma- 
tiques du testicule et de rdpididyme rdpon- 
dent et s'adaptent aux tr~s fortes concentra- 
tions d'ABP comme le montrent les altdra- 
tions morphologiques et fonctionnelles obser- 

vdes. Bien qu'il reste encore une part non 
ndgligeable de recherche ~ faire pour dluci- 
der compl~tement la fonction de cette protdi- 
ne, les rdsultats obtenus dans notre Labora- 
toire et par d'autres groupes de Recherche 
ddmontrent clairement que la technologie 
des souris transgdniques est un outil tr~s 
important de la Recherche Biomddicale qui 
permet de tester in vivo les consdquences 
d'une modification sdlective du gdnome sur 
l'ensemble de l'organisme et d'identifier de 
nouveaux  fac teurs  qui sous - tenden t  ou 
influencent les pathologies complexes. 
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ABSTRACT 

Overexpression of the rat androgen- 
b inding protein (ABP) induces  mor- 
phological  and funct ional  changes  

C. ESTEBAN, A.  GERARD, S. LARRIBA ET AL. 
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The Sertoti  cells (SC) of many species 
produce  an androgen-binding prote in  
(ABP) which  is secreted into both the 
blood and  lumen  of the  semini ferous  
tubule. In the latter,  it is t r anspor ted  
to the epididymis where  is t aken  up by 
epithelial  cells, and is thought  to play 
a role in sperm maturat ion.  In view of 
the importance  of ABP, we thought  it 
wou ld  be p e r t i n e n t  to make  seve ra l  
t ransgenic  mice (TM) lines bear ing the 
rABP gene to unravel  its role in male 
reproduct ive  physiology. 

A 5.5 Kb ra t  genomic DNA clone was 
mic ro in jec ted  into the p ronuc leus  of 
fert i l ized mouse ova which  were  sub- 
sequent ly  implan ted  into the  oviduct  
of pseudopregnan t  CD-1 female mice. 
D e t e c t i o n  of TM was  p e r f o r m e d  by 
Southern Blot and PCR analysis using 
respectively, a 32p labeled rABP cDNA 
probe  and  o l igonuc leo t ides  recogni-  
zing exons 1 and 7 of rABP gene. Chro- 
mosomic localization of the t ransgene 
was car r ied  out by f luorescent  in situ 
h y b r i d i z a t i o n  (FISH) in m e t a p h a s i c  
cells o b t a i n e d  f rom bone  m a r r o w  of 
TM. rABP expression was analyzed by 
Nor thern  blot and RT-PCR techniques 
in most tissues of heterozigote TM. In 
the testis, specific cell expression was 
d e t e r m i n e d  by in s i tu  h y b r i d i z a t i o n  
(ISH) a n d  p r o t e i n  l o c a l i z a t i o n  by 
immunoh i s tochemis t ry .  ABP-binding 
activity was performed by the carbon 
dex t r an  m e t h o d  and  analys is  of pro- 
tein internal izat ion by autohistoradio- 
graphic detect ion of a (3H) testostero- 
ne-ABP complex.  DNA f ragmen ta t ion  
was inves t igated by the TUNEL tech- 
n ique  and  by e lec t rophores is  of total  
genomic DNA. Testicular and epididy- 
mal morphology was s tudied by l ight  
and electron microscopy. 

Two offspring car ry ing  the rABP gene 
were  ident i f ied by Sou thern  blotting, 
a n d  two  l i n e s  of  m i c e  ( d e s i g n a t e d  
ABP7 and  ABP24) were  gene ra t ed  by 
se lec t ive  b r e e d i n g  of the  male  foun- 
d e r s  w i t h  n o r m a l  B6D2F1 f ema le s .  
FISH ana lys i s  d e m o n s t r a t e d  a diffe- 
r en t  chromosomal  local izat ion of the  
t r a n s g e n e  in bo th  l ines .  Bo th  rABP 
t ransgenic  pedigrees  p re sen ted  redu- 
ced fe r t i l i ty .  N o r t h e r n  blot  and  RT- 
PCR studies showed overexpression of 
rABP mRNA in the  testis,  ovary  and  
u terus  in ABP24 and ABP7 t ransgenic  
lines, rABP mRNA was appropr ia te ly  
expressed  in SC as d e m o n s t r a t e d  by 
ISH. DHT-sH b i n d i n g  of  t e s t i c u l a r  
homogenates  was increased 10 fold in 
TM compared to controls. In adult  tes- 
tis of TM, some semini ferous  tubules  
showed disorganizat ion of the epithe- 
lium, increased number  of SC, presen- 
ce of vacuoles, germ cell meiotic arres t  
and germ cell degenerat ion.  DNA frag- 
men ta t ion  was demons t r a t ed  in germ 
cells dur ing  meiosis, rABP prote in  was 
localized in the interst icial  space, and 
in to  some t u b u l e s ,  in  SC a n d  g e r m  
cells at different  steps of matura t ion .  
rABP i n t e r n a l i z a t i o n  was  s t r o n g l y  
i nc r ea sed  in both  ge rm and  epididy-  
mal  cells in TM. The p r e s e n t  resu l t s  
r e in fo rce  the  i n c r e a s i n g  ev idence  of 
the role of ABP dur ing  spermatogene-  
sis, even though fu r t he r  exper iments  
are  r equ i red  to unrave l  its def ini t ive  
impl ica t ion  in t e s t i cu la r  and  epididi-  
dymal homeostasis. 

Key words : Androgen-binding protein, transge- 
nesis, mice, testis, fertility. 
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