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RESUME

L’ingéniérie génétique permet une analyse
fonctionnelle des génes impliqués dans la
spermatogenése. Dans de nombreux cas, I’at-
teinte de la spermatogeneése a été fortuite,
confirmant la grande sensibilité de cette
fonction vis a vis des altérations génétiques.
Les études ont déja portées sur prés de cent
de ces génes et ont permis entre autres :
Iétude des facteurs impliqués dans la méiose,
communs ou non aux deux sexes, et leurs rap-
ports éventuels avec le cancer et 'apoptose ;
de faire un premier tri entre les facteurs qui
peuvent étre impliqués dans des stérilités et
ceux qui peuvent étre compensés par redon-
dance génétique ; la dissection de méca-
nismes de la spermiogenése ; Panalyse des
processus impliqués dans la réponse au choc
thermique et la barriére hémato-testiculaire.
Les résultats s’étendent a d’autres niveaux de
la biologie de la reproduction pour les deux
sexes, et laissent apparaitre des maladies
pouvant étre associées a une stérilité mascu-
line. Les données montrent aussi 'importan-
ce des dissociations entre le génotype et le
phénotype des spermatozoides et souleévent la
question de différences fonctionnelles inter-
spécifiques de génes homologues.

Mots-clés : souris transgénique, inactivation
génique, méiose, spermatogenése, spermatozoides,
testicule

Actuellement environ 100 génes exprimés au
niveau testiculaire ont été étudiés par génie
génétique, et pour environ 90 d’entre eux, une
modification de leur expression a induit des
perturbations de la spermatogenese. Les phé-
notypes obtenus par induction d’anomalies de
la spermatogenése par génie génétique sont
répertoriés dans plusieurs revues [10 , 14]. Ils
ne seront pas repris ici (se reporter aussi aux
revues [4-6]).

Combien de genes impliqués dans la
spermatogenese ?

Le grand nombre de souris “knock-out” (KO)
montrant une atteinte de la spermatogenese
confirme les données de la toxicologie quant a
la grande sensibilité testiculaire aux atteintes
génétiques. Ainsi, on attendait des perturba-
tions rénales et de la pression sanguine apres
inactivation du cotransporteur Na+- K+- 2Cl-,
mais c’est une stérilité male qui a été observée
[16]. La mise en évidence de la participation de
ces génes dans la spermatogenése a ainsi été
souvent fortuite. Par exemple, il est apparu
que la caséine kinase 20 joue un réle impor-
tant dans la morphogenése des tétes des sper-
matides, alors qu’il était attendu des anoma-
lies neurologiques [20]. Cela montre que de
trés nombreux facteurs restent a identifier, y
compris des isoformes de divers facteurs spéci-
fiques des gametes maéles.

A T'inverse, en ciblant un géne présumé impor-
tant pour la spermatogenese, on a parfois eu la
surprise de conserver une fertilité masculine.
On découvre ainsi que des histones peuvent
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compenser la fonction de I'histone 1 spécifique
du testicule (H1t), puisque son inactivation ne
perturbe pas la spermatogenese [11].

La prophase méiotique : une étape parti-
culierement sensible aux modifications
métaboliques et au choc thermique

Les spermatocytes I en prophase méiotique
sont particulierement sensibles a des modifica-
tions de lexpression de leurs génes, notam-
ment ceux impliqués dans la recombinaison.
Dans ce cas, ils sont éliminés, ce qui conduit a
une déplétion des tubes séminiferes. Ces
modeles ont donc permis de confirmer 'exis-
tence de mécanismes de controle, notamment
au stade pachytene, afin d’empécher la trans-
mission a la descendance de cellules germi-
nales génétiquement altérées. L'activation de
ces systemes de contréle commande le déclen-
chement d'une mort cellulaire programmée.
Par la suite, les cellules de Sertoli se détachent
ou se vacuolisent, confirmant I'importance des
inter-dépendances entre les cellules soma-
tiques et germinales.

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

Le spermatocyte I apparait aussi étre la cellu-
le cible de la réponse au choc thermique. Ainsi
lexpression d’'une forme activée du facteur de
transcription de réponse au stress thermique
(HSF1) entraine-t-elle la mort par apoptose
des pachyténes tardifs [13].

Mise en évidence de différences entre
méioses male et femelle pour des événe-
ments apparemment similaires

Les souris KO permettent de répertorier les
genes impliqués dans la recombinaison et de
controler la fonction de ces génes pour 'appa-
riement des chromosomes. Elles révelent qu’il
existe bien des facteurs communs aux deux
sexes, comme on pouvait s’y attendre. Mais
elles montrent aussi qu'il existe des facteurs

spécifiques d’'un sexe pour des événements
apparemment similaires. Nous prendrons
deux exemples particulierement inattendus.
Linactivation du facteur Pms2 de réparation
du DNA apres recombinaison, n’entraine un
arrét méiotique que chez le male [1], contraire-
ment a l'inactivation du facteur de réparation
MIh1I qui provoque un arrét méiotique dans les
deux sexes [3]. L'inactivation de Scp3 codant
pour un composant structural majeur des com-
plexes synaptonémaux, ne perturbe que la
méioses méle [22].

L’analyse fonctionnelle des facteurs de
condensation du noyau du spermatozoide

Bien d’autres aspects de la différenciation des
cellules germinales peuvent étre abordés par
génie génétique, comme par exemple le proces-
sus de remplacement des histones par les pro-
téines de transition puis par les protamines au
cours de la spermiogenese (revue dans [6]).
L'inactivation de HR6B codant pour la dégra-
dation des histones conduit & d’importantes
anomalies de la forme du noyau et a une stéri-
lité [17]. Des perturbations dans la régulation
de Pexpression des génes des protéines de tran-
sition (TPs) ou des protamines conduisent 4 un
arrét de la spermiogenese. Par contre, la sup-
pression de expression de TPI n’empéche pas
la condensation de la chromatine et seules
quelques tétes spermatiques ont une forme
anormale. De facon encore inexpliquée, la
mobilité est tres affectée et seulement 40% des
males-sont fertiles avec d’ailleurs des perfor-
mances abaissées [21]. Enfin, I'inactivation de
TP2 n’a, apparemment, pas d'incidence sur la
fertilité chez la souris [21].

Découverte de geénes impliqués dans la
morphogeneése du flagelle du
spermatozoide

Les souris KO sont aussi des modeéles pour
détecter des facteurs impliqués dans I'organi-
sation et la réorganisation du cytosquelette
pendant la spermiogenése. Nous ne citerons
que deux exemples. Linactivation d'un géne
pour un composant des jonctions d’ancrage
intercellulaire, Nectin-2, a provoqué des ano-
malies majeures des spermatozoides, notam-
ment au niveau flagellaire. Ces anomalies
pourraient s’expliquer par la possibilité que
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cette nectine contribue a déplacer I’actine pour
la formation du flagelle cours de sa morphoge-
nese normale [2]. Des anomalies de 'assembla-
ge et de l'allongement des composants flagel-
laires sont retrouvés aprés inactivation de
JunD, un géne dont la fonction reste encore a
élucider [18].

Surprises au niveau de la notion de
barriere hémato-testiculaire

L'inactivation d’'un géne codant pour un com-
posant majeur des jonctions serrées, Osp /clau-
din-11, a tout naturellement entrainé le déta-
chement des cellules de Sertoli dans la lumie-
re des tubes séminiféres. Pourtant, aucun pro-
cessus d’autoimmunité ne s’est produit et
aucune cellule d'origine sanguine ni aucun
signe d’inflammation n’a été observé chez les
souris concernées [7]. De plus, I'expression
anormale de l'interleukine 2 humaine chez la
souris conduit a l'infiltration de lymphocytes
dans les tissus cérébraux et la peau, mais pas
dans les testicules, qui pourtant développent
une déplétion germinale [15].

Des retombées pour la biologie de la
reproduction en général

Une vingtaine de génes peuvent étre a présent
répertoriés, dont l'inactivation n’a pas seule-
ment conduit a une perturbation de la sperma-
togenése, mais aussi a des anomalies a
d’autres niveaux des organes de la reproduc-
tion tant masculine (conduits, glandes
annexes) que féminine (glande mammaire,
utérus, placenta), ou au niveau du produit de
la fécondation (implantation, survie embryon-
naire), ou méme du comportement sexuel et
maternel (revue dans [6]).

Geénes de la méiose et génes de
susceptibilité au cancer

Les souris KO permettent d'identifier les genes
qui sont impliqués a la fois dans le maintien de
Pintégrité du génome des cellules somatiques
et dans les recombinaisons génétiques. On
peut ainsi constater qu’il existe une variété de
situations avec des génes spécifiques de tissus,
des génes communs aux cellules lymphoides et
germinales et aussi, dans ce deuxiéme cas, des
spécificités de sexe. Une retombée majeure est
Pobtention de modéles animaux pour des syn-

dromes humains, comme pour le géne Atm de
I’Ataxie télangiectasie [19]. Par transgenése,
on peut aussi découvrir des génes qui pour-
raient avoir un role dans Papparition de
tumeurs testiculaires. Cela a été le cas en sur-
exprimant GDNF, un facteur neurotrophique
exprimé dans les spermatogonies [12].

Maladies associées

Des atteintes somatiques sont aussi apparues
pour une vingtaine de génes inactivés par
génie génétique, et qui ont entrainés une per-
turbation de la spermatogenése. Elles ne se
limitent pas a des immunodéficiences mais
peuvent atteindre des tissus trés variés (revue
dans [6]). Cela ne saurait nous surprendre
dans la mesure ot un certain nombre de souris
de laboratoire a mutation spontanée présen-
tent des maladies associées a une stérilité
masculine.

Différences fonctionnelles inter-
spécifiques de genes homologues

Bien entendu, comme tout modele animal,
quelques réserves peuvent étre faites. Nous
prendrons comme seul exemple la question
d'une homologie de séquence d'un géne d’une
espéce a l'autre, qui ne signifie pas toujours
une fonction similaire pour les raisons sui-
vantes : 1) du fait d'une homologie restreinte a
un seul domaine (c’est le cas des membres de
super-familles) ; 2) la fonction du géne peut
étre conditionnée par le stade d’expression
et/ou la localisation du produit et 3) le produit
d’un geéne peut avoir pour fonction de réguler
la translation de différent facteurs, comme les
protéines associées aux mRNAs (exemple les
genes DAZ) [8]. Ces divergences fonctionnelles
entre génes homologues trouvent un exemple
qui pourrait &étre un modéle : I'inactivation de
Insl3 provoque une cryptorchidie chez la sou-
ris, mais aucune anomalie significative de ce
géne n'est retrouvée apres 'étude d’hommes
présentant cette affection [9].

Le spermatozoide : une cellule caractéri-
sée par une dissociation entre
phénotype et génotype

Les résultats obtenus par inactivation dun
geéne sont conditionnés par l'existence de ponts
entre les cellules germinales qui permettent le
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passage de mRNAs et de protéines. Seules les
souris homozygotes étaient stériles. Donc a
Pétat hétérozygote, la moitié des spermato-
zoides pressentant un phénotype normal por-
tait un défaut génétique (revue dans [4]).

CONCLUSION

Bien que les enseignements acquis par génie
génétique aient leurs limites, comme toute
manipulation expérimentale, il est indéniable
que la connaissance de la spermatogenese des
mammiferes a fait un bond en avant par cette
approche et cette avancée ne fait que commen-
cer. De plus, '’émergence conjointe de cette
technique et de la fécondation par microinjec-
tion dans l'ovocyte a donné un regain d’intérét
a ’étude de la spermatogenese.
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ABSTRACT

GENETIC ENGINEERING AND
SPERMATOGENESIS

D. ESCALIER

The knowledge of mammal spermatogenesis
takes great advantage of the powerful method
of functional analysis by genetic engineering.
This method allows to study the factors impli-
cated in meiosis depending on the sex and
their possible relationships with tumorigene-
sis and apoptosis. It can be distinguished the
factors possibly involved in sterilities and
those that can be compensated by genetic
redundancy. The mechanisms of spermioge-
nesis can be dissected, as can be those of the
heat shock response and the hemato-testicu-
lar barrier. Data extent to the biology of
reproduction at various levels in both sexes
and to the question of sterility-associated
diseases. Knock-out mice also show the
importance of the male germ cell
genotype/phenotype dissociation in hemizy-
gous. As an experimental approach, the
method knows some limitations such as the
differences between species in the function
and expression of homologous genes. The
unexpected failures of spermatogenesis found
in many cases supports the notion that sper-
matogenesis is very sensitive to genetic
damages and show that many genes have to
be investigated.

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