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RESUME

Les cellules de Sertoli (CS) de nom-
breuses espéces produisent une andro-
gen-binding protein (ABP) secrétée a
la fois vers le compartiment sanguin et
vers la lumiére des tubes séminiféres.
Depuis cette derniére, elle est trans-
portée jusqu'a l'épididyme ot elle est
captée par les cellules épithéliales. De
nombreux arguments sont en faveur
d'un réle de I'ABP dans la maturation
des spermatozoides. Au regard de 1'im-
portance possible de I'ABP il nous a
semblé judicieux de créer des lignées
de souris transgéniques (ST) portant le
géne de 'ABP de rat (ABPr) afin de
déterminer son rdle dans la physiolo-
gie de la reproduction chez le male.

Un clone d'ADN génomique de rat de
5.5 Kb a été injecté dans le pronucleus
d'ovocytes fécondés de souris. Ces ovo-
cytes ont été réimplantés dans l'utérus
de receveuses pseudo-gestantes CD-1.
La détection des ST a été effectuée par
Southern Blot et par PCR a l'aide res-
pectivement d'un ADNc d'ABPr mar-
qué par 32P et par des oligo-nucléo-
tides reconnaissant les exons 1 et 7 du
géne de 'ABPr. La localisation chro-
mosomique des transgénes a été effec-
tuée par hybridation in-situ de fluores-

cence (FISH) dans des cellules de moel-
le osseuse en métaphase de ST/ ABPr.
L’expression a été analysée par Nor-
then Blot et RT-PCR dans la plupart
des tissus des ST hétérozygotes. Dans
le testicule, l'expression cellulaire du
transgéne a été determinée par hybri-
dation in-situ (HIS) et la localisation
de la protéine a été révélée par immu-
nocytochimie. L’activité de liaison de
I'ABP a été effectuée par la méthode
au carbone dextran et I'étude de l'in-
ternalisation de la protéine a reposé
sur la détection par autohistoradiogra-
phie a haute résolution du complexe
ABP (3H) Testosterone. La fragmenta-
tion de I'ADN a été étudiée par la tech-
nique TUNEL et par électrophorese de
T'ADN génomique total. La morpholo-
gie du testicule et de I'épididyme a éte
étudiée en microscopie optique et élec-
tronique.

Deux nouveau-nés portant le géne de
PABPr ont eté identifiés par Southern
Blot et deux lignées de souris (lignée
ABP 7 et ABP 24) ont été obtenues par
croisement de ces souris miles fonda-
trices avec des souris femelles B6D2FI.
L'analyse par FISH a permis de mettre
en évidence une localisation chromo-
somique différente du transgéne dans
les 2 lignées. Les descendants de ces 2
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lignées présentent tous une hypofertili-
té. Les résultats des Northern Blot et
I'RT-PCR montrent une surexpression
de ARNm de I'ABPr dans le testicule,
l'ovaire et 'utérus des lignées transgé-
niques ABP 24 et ABP 7. L'expression
de 1'ARNm du géne de 1'ABPr est spé-
cifiquement retrouvée dans les CS par
HIS. La liaison de (3H) DHT avec des
homogénats testiculaires est augmen-
tée d'un facteur 10 par rapport aux
témoins. Dans les testicules des ST
adultes certains tubes séminiféeres
montrent une désorganisation de I'épi-
thélium, une augmentation du nombre
des CS, la présence de cavitations, un
arrét de la progression méiotique et
une dégénérescence des cellules germi-
nales. Nous avons constaté également
une fragmentation du DNA dans les
cellules germinales en méiose. La pro-
téine elle-méme (ABPr) est présente
dans I'espace interstitiel et, au niveau
de certains tubules, dans les CS et dans
les cellules germinales a différents
stades de maturation. L'internalisation
de 1'ABPr est augmentée i la fois dans
les cellules germinales et dans les cel-
lules de l'epithélium épididymaire.

L'ensemble de ces résultats renforce
I'hypothése du role de I'ABP au cours
de la spermatogénéese méme si des
expériences complémentaires sont
nécessaires pour prouver définitive-
ment son implication dans le controle
de 'homéostasie testiculaire et épidi-
dymaire.

Mots Clés : Androgen-binding protein, transgé-
nese, souris, testicule, fertilité.

INTRODUCTION

La cellule de Sertoli produit une protéine
de liaison des androgeénes (ABP) qui lie la
testostérone et la dihydrotestostérone avec
une haute affinité. La majeure partie de
I'ABP est secrétée dans la lumiére du tube

séminiféere puis est transportée jusqu'au
niveau de la téte de 'épididyme ot elle est
internalisée par 1'épithélium [1-6}. Une

- petite partie de I'ABP est secrétée par le

pole basal puis traverse la membrane basa-
le et l'espace interstitiel pour atteindre la
circulation systémique [7]. L'ABP a tres lar-
gement été utilisée pour étudier la fonction
testiculaire car elle constitue un trés bon
marqueur de la fonction sertolienne [8-11].
Chez la plupart des espéces le foie adulte
secréte une protéine de liaison des stéroides
appelée sex hormone-binding globulin
(SHBG) qui est codée par le méme géne [12,
13]. Il est généralement admis que
I'ABP/SHBG, en tant que transporteur des
androgénes régule la biodisponibilité de ces
androgénes dans les espaces extracellu-
laires. Il a été également suggéré que
I'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 réle dans
la spermatogeneése et la maturation des
spermatozoides (8, 9, 16-18].

PRODUCTION DES ANIMAUX
TRANSGENIQUES

Afin de déterminer le rdle de 'ABP dans la
reproduction, nous avons produit des souris
transgéniques pour le géne de I'ABP de rat.
En bref, 200 a 2000 copies d'un clone géno-
mique de 'ABP de rat contenant 8 exons et
1,5 kb de la région adjacente 5' censé com-
porter la séquence régulatrice du promo-
teur P1, ont été introduits dans le pronu-
cleus d'ovocytes fécondés et réimplantés
dans les oviductes de souris receveuses
pseudogestantes [19]. La présence du trans-
géne a été identifiée par transfert de type
Southern et hybridation avec de ’ADN
digéré par Eco-RI dans trois souris fonda-
trices (1,7 et 24). Deux lignées d'animaux
transgéniques (lignée 24 et lignée 7) ont pu
étre obtenues par croisement des souris
fondatrices initiales avec des souris
C57BL/6J et des DBA/2J F1 [19].
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La lignée 1 s'est interrompue car le fonda-
teur méale 1 n'a pas pu se reproduire avec
succes. Les animaux de la lignée 24 ont
incorporé au moins deux fois plus de copies
du géne étranger que les animaux de la
lignée 7. Les animaux hétérozygotes des
deux lignées sont identifiés par PCR a l'ai-
de d’amorces spécifiques du rat permettant
de faire la différence avec le géne endogéne
de I'ABP de souris.

Les techniques d'hybridation in situ en fluo-
rescence (FISH) ont permis de montrer que
les multiples copies du transgéne sont inté-
grées a un seul locus. Les caryotypes de
chaque métaphase et I'identification des
chromosomes ont été réalisés en accord avec
le "Committee on Standardized Genetic

Nomenclature for Mice" (1972) et la codifi-
cation des bandes a été réalisée comme
décrit précédemment [21]. Les résultats de
la FISH, montrent que le transgéne est loca-
lisé sur le chromosome 3, région E dans la
lignée 24 et sur le chromosome 19, bande
D1 dans la lignée 7 (Figure 1).

Pour éliminer les effets qui pourraient
résulter d'une mutation insertionnelle,
seules les modifications communes présen-
tées par les deux lignées ont été analysées
et attribuées a 'augmentation du nombre
de copies du géne ABP.

Afin de déterminer si l'intégration du géne
étranger s'était effectuée selon 1'orientation
correcte nécessaire a la transcription,

Figure 1 : L'étude par hybridation in situ en microscopie de fluorescence (technique FISH)
de métaphase de cellules testiculaires de souris transgénique de la lignée 24 (A) et de la
lignée 7 (C) et le caryotype correspondant en bande G (B et D) démontrent que le transgéne
de U'ABP de rat est localisé sur le chromosome 3 (fleche) dans la lignée 24 et sur le chromo-

some 19 (fléche) dans la lignée 7.
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I'ADN a été digéré 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 géne de 1'ABP de
rat sont intégrés dans l'orientation proxi-
modistale (Larriba et collaborateurs, résul-
tats non publiés).

EXPRESSION TISSULAIRE ET
CELLULAIRE SPECIFIQUE DE L'ABP
TRANSGENIQUE

Afin de déterminer dans quel tissu de sou-
ris le géne de 'ABP/SHBG de rat est expri-
mé, les ARN totaux de la plupart des tissus
des souris transgéniques hétérozygotes ont
été analysés par hybridation sur Northern
Blot. Le testicule des souris transgéniques
(animal fondateur 1 et souris hétérozygotes
des lignées 7 et 24) contient de trés forts
taux d’ ARN messagers qui s'hybrident
avec 'ADNc de I'ABP de rat. La bande de
migration de I' ARN messager de I'ABP des
trangénes migre a environ 1,9 Kb, ce qui
correspond a la taille de I'ARN messager de
I'ABP de souris. L'ARN messager de I'ABP
testiculaire de rat migre un peu plus vite a
environ 1,7 Kb. Les différences de taille
constatées ici suggerent donc que 1'ABP de
rat trouvée dans les souris transgéniques
doit subir des modifications post-traduc-
tionnelles similaires a celles qui se produi-
sent pour la protéine de souris. Nous
n'avons pas trouvé d'expression des ARN
messagers d'ABP dans le foie, le cerveau, la
prostate, le rein, l'épididyme, les vésicules
séminales, le tissu musculaire lisse et sque-
lettique, le coeur, les poumons, la rate, 1'in-
testin, et le tissu adipeux des souris trans-
géniques males des lignées 24 et 7 [20].

Les techniques d'hybridation in situ mon-
trent la présence de transcrit de I'ABP de
rat exclusivement dans les cellules de Ser-
toli. Les coupes de tubes séminiferes de
souris transgéniques hétérozygotes mon-
trent que I'ARN messager de I'ABP est loca-

lisé dans les cellules de Sertoli alors que les
cellules de la lignée germinale et les cel-
lules interstitielles sont dépourvues de
signal spécifique {22].

ACTIVITE BIOLOGIQUE DE L'ABP

Afin de déterminer si les séquences d'ARN
messager de 'ABP étaient traduites en une
protéine active, la capacité de liaison des
homogénats de testicules pour la DHT-H3 a
été comparée entre les souris transgéniques
et les souris controles.

Les différences de l'activité de liaison de la
DHT-H3 permettent d'affirmer que la syn-
thése d'ABP est augmentée au moins d'un
facteur 100 dans les homogénats de testi-
cules des souris transgéniques par rapport
aux souris normales [20].

ABP ET INFERTILITE

Une constatation intéressante, qui en
méme temps constitue un sérieux handicap
pour le maintien des deux lignées transgé-
niques, est la réduction importante de leur
fertilité [20]. Si 'on excepte la lignée 1 qui a
été interrompue a cause de l'incapacité a se
reproduire du fondateur, le nombre moyen
des portées est réduit en moyenne & 6 nou-
veau-nés pour la lignée 24 et seulement 3
nouveau-nés pour la lignée 7 [20].

DISTRIBUTION DE LA PROTEINE ET
INTERNALISATION

La présence de la protéine dans les tissus
cibles a été analysée par réaction immuno-
histochimique avec des anticorps polyclo-
naux anti-ABP de rat obtenus chez le lapin.
Dans le testicule les réactions positives
sont observées dans le cytoplasme des cel-
lules de Sertoli, dans le fluide luminal et
interstitiel ainsi que dans la lignée germi-
nale, comme cela a été déja décrit chez le
rat [23]. La positivité est particuliérement
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marquée dans les cellules germinales au
stade préméiotique et méiotique.

Nos résultats suggeérent donc que I'ABP
transgénique se comporte comme 1'ABP
normale : elle est synthétisée par les cel-
lules de Sertoli puis transportée par le flui-
de vers les éléments de la lignée germinale
et vers les cellules épithéliales de la téte de
I'épididyme ot elle est internalisée [6].

Afin de déterminer si 'ABP est reconnue
spécifiquement par ces cellules ou est captée
par simple phagocytose a la suite de 1'expo-
sition & une trés forte concentration d'ABP,
des cellules de la lignée germinale de souris
transgénique ont été isolées et incubées en
présence d'ABP de rat radiomarquée et 1'in-
ternalisation a été analysée par autohisto-
radiographie en Microscopie Electronique.
Nous avons recherché si les modalités d'in-
ternalisation étaient similaires a celles que
nous avions déja décrites chez le rat [23].

L'ABP de rat purifiée a été couplée par pho-
toaffinité a la A 6-testostérone tritiée [24] et
mise en présence de cellules germinales iso-
lées dans des conditions de température et
de pH définies permettant I'endocytose (pH
7, 34°C). La spécificité de I'endocytose a été
vérifiée en incubant au préalable les cel-
lules avec un excés d'ABP non marquée.

Apreés des temps courts, les complexes
radiomarqués visualisés par des grains
d'argent superposés aux sources radioac-
tives, sont observés soit fixés a la surface
cellulaire, sur la membrane plasmique
(Figure 2), soit dans le cytoplasme périphé-
rique associés a des vésicules d'endocytose
(Figure 3). Les sites tardifs d'internalisa-
tion dépendent du stade de maturation des
cellules germinales. Dans les cellules pré-
méiotiques et méiotiques, les complexes
radiomarqués sont détectables dans les
noyaux (Figure 4) tandis que dans les cel-
lules plus différenciées, haploides, la protéi-
ne s’accumule dans le cytoplasme périnu-
cléaire, au niveau de corps multivésicu-
laires et de 'appreil de Golgi.

Il semble donc que, malgré la présence
d'une quantité d'ABP intratesticulaire plus
importante, l'activité d'endocytose récep-
teur-médiée des cellules germinales reste
fonctionnelle.

ALTERATIONS MORPHOLOGIQUES

Le bilan de l'analyse des modifications mor-
phologiques de 1'ensemble des tubes sémini-
feres chez les souris transgéniques, montre
la coexistence de tubes séminiferes appa-
remment normaux avec des tubes présen-
tant une réduction du nombre et de la loca-
lisation des cellules germinales pouvant
aller jusqu'a la libération de cellules imma-
tures dans la lumiére ou présentant des
lacunes dans leur région basale associée a
des cellules picnotiques probablement en
voie de dégénérescence (Figure 5). De plus
certains tubes montrent une augmentation
du nombre de cellules de Sertoli associée a
une diminution du nombre des cellules
méiotiques (Figure 6). La réduction ou
méme l'absence d'éléments plus différenciés
de la lignée spermatogénétique dans ces
tubes suggere la survenue d'anomalies de
la maturation au cours ou juste apres la
méiose [26]. De plus, certains tubes ont
subi une rupture pariétale qui libére des
cellules germinales de toute catégorie dans
le compartiment intertubulaire (Figure 6).

L'étude ultrastructurale de la région basale
des tubes séminiféeres des souris transgé-
niques met en évidence la présence de types
de réponses des cellules de Sertoli. Le pre-
mier type correspond a des cellules de Ser-
toli endommagées avec un cytoplasme
pauvre en organites, un appareil de Golgi
peu développé et un nombre important de
petites vésicules qui sont réparties dans
tout le restant du cytoplasme. Des altéra-
tions nucléaires (densité, forme) sont frap-
pantes par rapport aux cellules de Sertoli
de souris normales (Figure 7 A, B). L’enve-
loppe nucléaire présente un aspect ondulé
et I'hétérochromatine marginale est réduite
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Figure 2 : Des grains d'argent (fléches)
superposés a des sites membranaires et des
vésicules d'endocytose indiquent la présen-
ce des complexes radioactifs au niveau
d'un spermatocyte primaire préleptoténe (R
= reticulum ; M = Mitochondries ; barre =
0,2 um).

Figure 3 : Localisation de grains d'argent
dans des vésicules d'endocytose précoce (E=
endosome) et tardive (CMV= corps multivé-
siculaire) dans le cytoplasme d'une sper-
matide. (barre= 0,5 um).

de facon considérable. Le volume nucléolai-
re est souvent augmenté. L'aspect ultra-
structural de la matrice et des crétes mito-
chondriales est modifié [22].

Figure 4 : Localisation nucléaire des com-
plexes radiomarqués dans un spermatocyte
primaire en début de méiose, stade leptote-
ne. La source radioactive est proche d'un
complexe synaptonémal (s8y). R= reticulum ;
G= appareil de Golgi ; barre= 0,5 pm).

Figures 2 a 4. Détection de sites d'internali-
sation de complexes radiomarqués ABP de
rat | A 6 testostérone H3 dans des cellules
germinales de souris transgéniques par
autohistoradiographie en microscopie élec-
tronique.

Le second type de réponse consiste en cel-
lules de Sertoli présentant un noyau et une
matrice cytoplasmique dense aux élec-
trons.Elles contiennent des grains de secré-
tion nombreux, un appareil de Golgi trés
développé et des gouttelettes lipidiques
localisées principalement dans le cytoplas-
me basal.(Figure 7C).Ces caracteres mor-
phologiques se rapprochent de ceux que 'on
trouve dans les cellules métaboliquement
actives [22].

Dans le testicule des souris transgéniques
les enveloppes tubulaires montrent un
aspect trés contourné qui concerne tous les
éléments constitutifs de sa structure. Cet
aspect se retrouve méme dans les tubes qui
ne présentent pas de perte en éléments ger-
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Figure 5 A, B : Coupes histologiques de testicule de souris non transgénique (A) et transgé-

b i

nique (B). On constate la présence de tubes séminiféres a paroi normale ou subnormale et
de tubes présentant des désordres variés allant de la réduction de Uépithélium séminifére
associée a la présence de lacunes ou & la desquamation des cellules germinales luminales
et d’une partie du cytoplasme sertolien luminal.

e Ly L8 R :
Figure 6 : Coupe de tubes séminifére chez
une souris transgénique. On constate la
présence de trés nombreux noyaux de cel-
lules de Sertoli (fléches) et d'un nombre
réduit de cellules méiotiques dans la région
basale. Le compartment luminal du tube
est désorganisé avec un nombre extrément
réduit de spermatides allongées et des cel-
lules méiotiques déplacées obstruant la
lumiére.

minaux. Les cellules péritubulaires mon-
trent des encoches nucléaires trés pronon-
cées et I'hétérochromatine est condensée et
est trés indentée contre 'enveloppe nucléai-
re (Figure 8). La couche interne présente
une densité réguliere alors que la couche
intermédiaire montre par place des régions
denses aux électrons.

Toutes ces modifications sont associées a
une hypertrophie des cellules de Leydig au
niveau desquelles on constate une augmen-
tation considérable du contenu cytoplas-
mique en gouttelettes lipidiques. L'hyperac-
tivité de ces cellules somatiques pourrait
étre attribuée 4 un mécanisme compensa-
toire. Concernant les cellules de Leydig, il
est en effet trés bien établi que la baisse en
androgeénes due a une castration unilatéra-
le conduit a une stimulation des cellules de
Leydig du testicule controlatéral qui shy-
pertrophie. Chez ces souris transgéniques,
la réduction probable du taux de testostéro-
ne libre dans le milieu, & cause de la forte
concentration en ABP, peut expliquer 1hy-
pertrophie des cellules de Leydig caractéri-
sée par l'augmentation considérable des
lipides intracytoplasmiques liée a une sti-
mulation des synthéses stéroides [22].

Plusieurs altérations morphologiques sug-
gérent une augmentation de la dégénéres-
cence cellulaire mais nous n'avons pas trou-
vé de nécrose franche. C'est la raison pour
laquelle nous avons étudié 'activité apopto-
tique dans ces tissus. La fragmentation de
PADN a été étudiée par un marquage spéci-
fique in situ des terminaisons de 'ADN.
Chez les souris controles trés peu de cel-
lules positives pour la fragmentation de
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I’ADN sont observées alors que chez les sou-
ris transgéniques on observe des ilots de cel-
lules marquées dans certains tubes localisés
essentiellement & la partie basale ou moyen-
ne de I'épithélium tubulaire. Leur morpholo-
gie et leur localisation suggerent qu'il s’agit
de cellules de Sertoli et d'éléments de la
lignée germinale en méiose. [25].

{. PR T .‘ y ; Lo ]
Figures 7 A, B, C : Aspect ultrastructural
des cellules de Sertoli chez les souris non
transgéniques (A) et transgéniques (B et C)
et des rapports avec la couche péritubulai-
re.

A : On remarquera le noyau avec ses pro-
fondes encoches caraciéristiques et un cyto-
plasme basal contenant un abondant reti-
culum granulaire (R)et de nombreuses
mitochondries (M) bordé par une membra-
ne basale rectiligne, fine et paralléle aux
cellules péritubulaires (PT). barre = 0,5 um.

B : A noter une réduction du nombre des
organites cytoplasmiques particuliérement
dans la région infranucléaire, une modifi-
cation de la forme générale du noyau dont
Penveloppe est anormalement ondulée. Peu
de distance le sépare de la lame basale (LB)
et des composants de la matrice extracellu-
laire péritubulaire également ondulés
(fleches). Mi= Mitose spermatogoniale ; G=
Appareil de Golgi. barre =1 um.

C : Autre aspect de cellule de Sertoli au
cytoplasme sombre, trés riche en organites
et grains de sécrétion présentant des rap-
ports normaux aussi bien avec les cellules
germinales (CG) qu'avec les cellules péritu-
bulaires.(PT), G= Appareil de Golgi, M=
Mitochondrie, barre = 0,5 pm.
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Figure 8 : Région basale de l'épithélium
d'un tube séminifére montrant plusieurs
éléments de la lignée germinale (G) et la
couche péritubulaire formée d'une couche
de cellules myoides péritubulaires (PT) ,au
noyau anormalement indenté et au cyto-
plasme trés réduit et d'une lame basale
(LB) extrémement épaissie et contournée
(téte de fléche). barre = 0,5 pm.

CONCLUSIONS

Les souris transgéniques qui surexpriment
I'ABP sélectivement dans les cellules de
Sertoli constituent un modele expérimental
extrémement utile pour étudier le ou les
roles de I'ABP dans le testicule. Les diffé-
rentes approches utilisées pour caractériser
les souris transgéniques conduisent a la
méme conclusion : les cellules cibles des
animaux transgéniques sont soumise a des
taux de protéine considérablement plus éle-
vés que les cellules des animaux contrdles.

L'étude des tissus cibles montre que a la fois
la lignée germinale et les cellules soma-
tiques du testicule et de l'épididyme répon-
dent et s'adaptent aux tres fortes concentra-
tions d'ABP comme le montrent les altéra-
tions morphologiques et fonctionnelles obser-

vées. Bien qu'il reste encore une part non
négligeable de recherche a faire pour éluci-
der complétement la fonction de cette protéi-
ne, les résultats obtenus dans notre Labora-
toire et par d'autres groupes de Recherche
démontrent clairement que la technologie
des souris transgéniques est un outil trés
important de la Recherche Biomédicale qui
permet de tester in vivo les conséquences
d'une modification sélective du génome sur
I'ensemble de 1'organisme et d'identifier de
nouveaux facteurs qui sous-tendent ou
influencent les pathologies complexes.
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ABSTRACT

Overexpression of the rat androgen-
binding protein (ABP) induces mor-
phological and functional changes
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The Sertoti cells (SC) of many species
produce an androgen-binding protein
(ABP) which is secreted into both the
blood and lumen of the seminiferous
tubule. In the latter, it is transported
to the epididymis where is taken up by
epithelial cells, and is thought to play
a role in sperm maturation. In view of
the importance of ABP, we thought it
would be pertinent to make several
transgenic mice (TM) lines bearing the
rABP gene to unravel its role in male
reproductive physiology.

A 5.5 Kb rat genomic DNA clone was
microinjected into the pronucleus of
fertilized mouse ova which were sub-
sequently implanted into the oviduct
of pseudopregnant CD-1 female mice.
Detection of TM was performed by
Southern Blot and PCR analysis using
respectively, a 32p labeled rABP ¢cDNA
probe and oligonucleotides recogni-
zing exons 1 and 7 of rABP gene. Chro-
mosomic localization of the transgene
was carried out by fluorescent in situ
hybridization (FISH) in metaphasic
cells obtained from bone marrow of
TM. rABP expression was analyzed by
Northern blot and RT-PCR techniques
in most tissues of heterozigote TM. In
the testis, specific cell expression was
determined by in situ hybridization
(ISH) and protein localization by
immunohistochemistry. ABP-binding
activity was performed by the carbon
dextran method and analysis of pro-
tein internalization by autohistoradio-
graphic detection of a (3H) testostero-
ne-ABP complex. DNA fragmentation
was investigated by the TUNEL tech-
nique and by electrophoresis of total
genomic DNA. Testicular and epididy-
mal morphology was studied by light
and electron microscopy.

Two offspring carrying the rABP gene
were identified by Southern blotting,
and two lines of mice (designated
ABP7 and ABP24) were generated by
selective breeding of the male foun-
ders with normal B6D2F1 females.
FISH analysis demonstrated a diffe-
rent chromosomal localization of the
transgene in both lines. Both rABP
transgenic pedigrees presented redu-
ced fertility. Northern blot and RT-
PCR studies showed overexpression of
rABP mRNA in the testis. ovary and
uterus in ABP24 and ABP7 transgenic
lines. rABP mRNA was appropriately
expressed in SC as demonstrated by
ISH. DHT-sH binding of testicular
homogenates was increased 10 fold in
TM compared to controls. In adult tes-
tis of TM, some seminiferous tubules
showed disorganization of the epithe-
lium, increased number of SC, presen-
ce of vacuoles, germ cell meiotiec arrest
and germ cell degeneration. DNA frag-
mentation was demonstrated in germ
cells during meiosis. rABP protein was
localized in the intersticial space, and
into some tubules, in SC and germ
cells at different steps of maturation.
rABP internalization was strongly
increased in both germ and epididy-
mal cells in TM. The present results
reinforce the increasing evidence of
the role of ABP during spermatogene-
sis, even though further experiments
are required to unravel its definitive
implication in testicular and epididi-
dymal homeostasis.

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