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Aspects moléculaires de la spermatogenese :
la réparation post-réplication de PADN
et le systeme ubiquitine.
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RESUME

L’ubiquitine est une protéine de 76 acides
aminés, ubiquitaire et hautement conservée,
qui peut étre liée de manieére covalente a des
protéines cellulaires par un processus mul-
tienzymatique. La mono- ou poly-ubiquitina-
tion représente un signal induisant des modi-
fications fonctionnelles des protéines ou leur
dégradation. Le systéeme d’ubiquitination est
essentiel pour toutes les cellules eucaryotes.
De nombreux composants de ce systéme pré-
sentent une remarquable conservation a tra-
vers I'évolution des espeéces, de la levure aux
mammiféres. Des aspects spécifiques du sys-
téeme ubiquitine apparaissent importants
pendant la gamétogeneése. Le géne HR6B est
un homologue autosomique du géene RAD6 de
levure qui code pour une enzyme de conju-
gaison de Pubiquitine. RAD6 est impliquée,
chez la levure, dans diverses fonctions cellu-
laires comme la sporulation, la réparation de
PADN et la mutagenése. L'inactivation du
gene HR6B chez la souris provoque une infer-
tilité maéle par trouble de la spermatogenese.
Des composants du systéme ubiquitine appa-
raissent impliqués dans différentes étapes de
la gamétogenese dont le contrdle de la méiose
et la réorganisation de la structure de la
chromatine.

Mots clés : spermatogenése, ubiquitine, chromati-
ne, méiose.

Les especes eucaryotes, des levures aux mam-
miferes, reposent sur un nombre impression-
nant de mécanismes multi-enzymatiques
interactifs qui agissent sur 'ADN, catalysant
et contrélant la réplication, la transcription et
la réparation de ’ADN. Pendant la gamétoge-
nese, les mécanismes de réparation de TADN
sont impliqués non seulement dans la répara-
tion des différents dommages subis par TADN
dans les cellules de la lignée germinale en
développement, mais sont aussi impliqués
dans les processus de recombinaison méio-
tique et d’autres aspects des remaniements et
réorganisations de la chromatine.

Les différents mécanismes primitivement
impliqués dans la réparation de TADN sont : la
réparation de l'excision d’'un nucléotide, la
réparation de 'excision d’'une base, la répara-
tion des misappariements, la réparation des
recombinaisons homologues et la réparation
post-réplication. Nous envisagerons essentiel-
lement ici la réparation post-réplication en
relation avec le phénomeéne d’ubiquitination
des protéines.

La réparation post-réplication ne s’exerce pas
de maniere directe sur 'ADN. Le mécanisme
de réparation s’effectue pendant la phase S de
la mitose des cellules somatiques qui effec-
tuent la réplication a partir du modeéle ’ADN
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altéré. 1l se trouve que plusieurs protéines du
mécanisme de réparation post-réplication
jouent un réle important et inattendu dans la
gamétogenese, en particulier durant la pro-
phase de méiose et dans le développement
post-méiotique des spermatides. L'une des
nombreuses questions concernant le role des
protéines de réparation post-réplication dans
la gamétogeneése est de savoir si ce rdle concer-
ne la réparation elle-méme ou d’autres aspects
des modifications de la chromatine.

Dans la levure Saccharomyces cerevisiae, les
genes impliqués dans la réparation post-répli-
cation de 'ADN font partie de la famille du
géne RAD6. L'expression du géne RAD6 de
levure est fortement induite par I'exposition
aux U.V. et lors de la méiose. Les mutants
ayant un geéne inactivé ont des phénotypes
variés, incluant des déficits de la répression de
Pexpression des génes et un déficit de sporula-
tion [6]. Dans les cellules de mammifere, deux
génes homologues de RAD6, de séquence hau-
tement conservée, ont été identifiés ; le géne
HR6A porté par le chromosome X et le géne
autosomique HR6B [5]. Du fait du haut degré
de conservation pendant I’évolution de ces
deux geénes homologues, de I'induction de I'ex-
pression de RAD6 pendant la méiose et de son
role dans la sporulation, il était tentant pour
nous de faire I'hypothése que les protéines
HR6A et HR6B pouvaient étre impliquées
dans la gamétogenese. 1l est toutefois impor-
tant de noter que les genes codant pour ces
deux protéines sont exprimés dans pratique-
ment tous les types cellulaires. Quand des sou-
ris ayant les géenes HR6A et HR6B inactivés
ont été générées, il n’a pas été observé d’ano-
malie phénotypique majeure, ce qui s’explique
par des redondances fonctionnelles pour les
protéines codées par ces deux genes dans les
cellules somatiques (les protéines ont 96%
d’homologie dans la séquence des acides ami-
nés) [5, 9]. La fonction combinée de ces pro-
téines est hautement importante, en effet il a
été impossible d’obtenir des animaux ayant la
double inactivation HR6A/HR6B qui se tra-
duit par une mortalité embryonnaire trés pré-
coce. En ce qui concerne le réle des homologues
de RAD6 des mammiferes dans la gamétoge-
neése, les résultats ont dépassé nos attentes. Il
est apparu que les souris ayant le géne HR6A

inactivé présentent une infertilité observée
chez les femelles (arrét du développement
embryonnaire au stade 2 cellules) avec une fer-
tilité normale des méles [4, 9, observations non
publiées]. Au contraire, les souris ayant le
géne HR6B inactivé présentent une altération
de la spermatogenese et une infertilité unique-
ment chez les méles [9].

Le géne RADG6 code pour une enzyme de conju-
gaison de I'ubiquitine (E2 enzyme), qui inter-
vient dans la modification ou la dégradation
des protéines par la voie de 'ubiquitine. Nous
avons discuté en détail du role de la voie de
l'ubiquitine dans la gamétogenese [2].
L'ubiquitine est une petite protéine de 76
acides aminés. Indépendamment de sa petite
taille, son importance fonctionnelle est majeu-
re. Lubiquitine est présente dans toutes les
cellules et a un role essentiel dans toute une
variété de fonction cellulaires fondamentales.
Ce role nécessite le couplage covalent de I'ubi-
quitine a des substrats cellulaires, pour donner
lieu, & une mono- ou une poly-ubiquitination, a
la suite d'un processus enzymatique complexe.
La poly-ubiquitination représente un signal
pour la destruction de la protéine alors que la
mono-ubiquitination est un signal de modifica-
tion fonctionnelle. L'ubiquitine et beaucoup
des composants du systéme d’ubiquitination
sont exprimés dans tous les types cellulaires.
De plus, la mutation du géne humain large-
ment exprimé USP9Y (encore appelé DFFRY),
porté par le chromosome Y, et qui code pour
une enzyme qui catalyse la réaction inverse a
I'ubiquitination (réaction de déuniquitination),
ne donne pas de phénotype somatique particu-
lier mais affecte uniquement la spermatogene-
se [10]. Chez la souris, le premier modele d’in-
activation génique d’'un composant du systéme
ubiquitine, I'inactivation de HR6B, ne donne
pas de phénotype particulier sauf en ce qui
concerne la stérilité des males avec altération
de la spermatogenése [9]. La mutation de
USP9Y chez 'homme donne lieu & un arrét
partiel de la spermatogenese au stade de sper-
matocyte avec persistance seulement de
quelques cellules post-méiotiques [10]. Ce phé-
notype rappelle celui de I'inactivation de HR6B
chez la souris, ot le développement des cellules
germinales est affecté au stade de la méiose et
dans la phase post-méiotique, bien que, chez la
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souris, laltération de la spermatogenése
semble prédominer a la phase post-méiotique,
pendant la condensation du noyau. Ces obser-
vations et d’autres [2] indiquent un rdle tres
important du systéme ubiquitine dans la sper-
matogeneése.

Il est probable que les histones H2A et H2B,
ainsi que vraisemblablement d’autres pro-
téines chromosomiques, fassent partie des pro-
téines cibles de I'ubiquitination dépendant de
RAD6 [1, 8]. Dans la spermatogenese des
mammiferes, HR6B pourrait jouer un réle
dans la transition histone — protamine qui se
produit lors de la condensation des sperma-
tides [1]. De plus, I'ubiquitination dépendant
de HR6B peut s’exercer sur des protéines
impliquées dans le controle de I'expression de
genes et les remaniements de la chromatine
pendant la prophase de méiose. Les souris dont
le gene HR6B a été inactivé ont une augmen-
tation de l'apoptose des spermatocytes, par
contre il n’est pas observé de blocage de la
méiose [1, observations non publiées]. La dis-
parition des cellules germinales survient prin-
cipalement pendant le développement post-
méiotique et, au mieux, un faible nombre de
spermatozoides trés anormaux est présent
dans I'épididyme [9].

La protéine RAD6 de levure forme un com-
plexe stable avec la protéine RAD18. Ce com-
plexe posséde des activités de conjugaison de
l'ubiquitine et de liaison de PADN simple brin
[3]. Le géene RAD18 de levure code pour une
protéine qui posséde un domaine en anneau de
doigt de zinc (RING-zinc-finger) et un doigt de
zinc classique liant TADN. Ces deux domaines
sont hautement conservés entre RADIS8 et son
homologue de mammifere mRAD18Sc¢ récem-
ment cloné [11]. Le domaine en anneau de
doigt de zinc se trouve dans les protéines
impliquées dans des complexes multipro-
téiques, suggérant que ce domaine est impli-
qué dans des interactions protéines-protéines.
En particulier, le domaine en anneau de doigt
de zinc a été trouvé dans des protéines ayant
une activité enzymatique de liaison de I'ubi-
quitine (E3 enzymes), et qui sont impliquées
dans le contrdle de la spécificité du substrat
des enzymes de conjugaison de 'ubiquitine (E2
enzymes) [7].

L’homologue des mammiféres de RADIS,
mRADI18Sc a son plus haut niveau d’expres-
sion dans le testicule et en particulier dans les
spermatocytes primaires [11]. Ceci nous incite
a postuler que pendant la spermatogeneése chez
les mammiferes, mRAD18Sc peut étre impli-
quée dans la fonction d’'ubiquitination des pro-
téines par HR6B. Les protéines cibles de HR6B
(pouvant étre complexées avec mRAD18Sc)
dans les cellules germinales restent a identi-
fier. On pense que ces protéines cibles peuvent
étre impliquées dans des aspects généraux des
modifications de la chromatine et dans l'ex-
pression des génes pendant la gamétogenese et
non pas seulement dans la réparation post-
replication de ’ADN.

Un grand nombre de génes codant pour des
protéines qui prennent part a différents méca-
nismes de réparation de ’ADN ont une expres-
sion prédominante ou spécifique pendant la
gamétogenese. En effet, beaucoup de modeles
d’inactivation de I'un de ces genes chez la sou-
ris donnent lieu & une infertilité méle ou
femelle. Pour le futur, il sera important d’éta-
blir la relation précise entre la réparation de
PADN et la dynamique des modifications de la
chromatine comme le maintien de la longueur
des télomeres, 'empreinte génomique et I'in-
stabilité génomique.
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ABSTRACT

Molecular aspects of spermatogenesis:
post-replication DNA repair and the
ubiquitin system.

J.A. GROOTEGOED, R. VAN DER LAAN,
H. P. ROEST, WM. BAARENDS

Ubiquitin is a ubiquitous and highly conser-
ved protein of 76 amino acid residues, that
can be covalently attached to cellular accep-
tor proteins through a multi-step enzymatic
pathway. Mono- or poly-ubiquitination of pro-
teins can lead to protein degradation or modi-
fication of protein activity. The ubiquitin sys-
tem is essential to all eukaryotic cells. Many

components of the complex ubiquitin system
show remarkable evolutionary conservation,
from yeast to mammalian species.
Interestingly, during gametogenesis, many
specialized and important aspects of the ubi-
quitin system become apparent. The HR6B
gene is a mammalian, autosomal homolog of
the Saccharomyces cerevisiae gene RADG6
encoding a ubiquitin-conjugating enzyme.
RADG in yeast is required for a variety of cel-
lular functions, including sporulation, DNA
repair, and mutagenesis. Male infertility in
HR6B knockout mice is associated with
impairment of spermatogenesis. Components
of the ubiquitin system appear to be involved
in different steps and processes during game-
togenesis, including control of meiosis, and
reorganization of chromatin structure.

Key-words: spermatogenesis, ubiquitin, chromatin,
meLosis
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