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RESUME 

L'initiation de la spermatogen~se s'accompagne 
d'une vague d'apoptose qui limite I'efficience des 
premiers cycles spermatogdn~tiques chez la plu- 
part des mammif&res. Au del& des premiers cycles, 
le rendement th(~orique n'est jamais atteint tradui- 
sant I'existence d'une perte cellulaire. Parmi les 
cellules germinales, les spermatogonies sont des 
cibles privil~gi~es d'une apoptose physiologique. 
Ce processus est ~troitement li~ aux relations (~ta- 
blies par les cellules germinales avec les cellules 
de Sertoli, le concept de rdgulation densitd ddpen- 
dante datant de la fin des ann6es 80. La ndcessaire 
synchronisation des dtapes de la spermatogen~se 
exige que le cycle cellulaire progresse plut6t qu'il 
ne s'arr6te, ce qui pourrait expliquer la plus grande 
sensibilitd des cellules germinales & I'apoptose. Le 
prix ~ payer est que I'dquilibre entre prolifdration et 
mort cellulaire peut ~tre facilement perturb(~ dans 
I'un ou I'autre sens. 

Les premieres approches r(~alisdes pour compren- 
dre les mdcanismes en jeu dans I'apoptose des 
cellules germinales ont explor~ sa ddpendance 
hormonale (hormones gonadotropes, st~ro'l'des). 
Cependant, les situations observ~es ne permet- 
talent pas d'~tablir de lien direct avec les voles de 
transduction et les mdcanismes de r(~guiation de 
I'apoptose au niveau testiculaire. Les ~tapes qui 
ont suivi concernent le ddmembrement des voles 
de transduction impliqudes dans I'apoptose et leur 
rdgulation au cours de la spermatogen~se. 

L'impiication des g~nes de la famille B c l - 2  est 
reconnue m~me si I'expression de certains de ses 
membres reste controversee. Les donn6es resul- 
tant de la surexpression de certains g~nes (Bcl-2, 
Bc l .x l )  et les donn(~es issues des inactivations de 

certains g~nes (Bax) confirment le r61e exercd par 
ces g~nes dans le contr61e de I'apoptose au niveau 
testiculaire tout en soulignant la stricte n~cessitd 
d'une r~gulation densitd d~pendante de la sperma- 
togen~se. Plus rdcemment des profils d'expression 
de ces g~nes ou protdines ont dt~ d~crits, avec des 
variations susceptibles d'expliquer certains rdsul- 
tats contradictoires de la littdrature. 

La place du syst~me Fas/Fas ligand dans I'apopto- 
se physiologique accompagnant les premiers 
cycles spermatogenetiques reste controvers(~e 
alors que sa mise en jeu Iors de certaines agres- 
sions chimio ou radio-thdrapeutiques est admise. 
Cependant, I'inactivation du g~ne codant pour Fas 
ou son ligand ne g~n~re pas d'infertilitd ce qui limi- 
te son importance physiologique au niveau testicu- 
laire. 

L'identification et le ddmembrement du syst~me 
TNF (Tumor Necrosis Factor) et de ses rdcepteurs 
ne fait que commencer. L'expression de certaines 
prot~ines impliqu~es dans cette vole ou relides 
cette vole a ~td confirmde au niveau testiculaire 
mais semble plut6t concerner des dtapes post- 
mdiotiques de la spermatogdn~se. 

Parmi les oncog~nes susceptibles de rdguler ce 
phdnom~ne, le couple Kit~Stem Cel l  Factor  occupe 
une place singuli~re du fait de son expression au 
niveau testiculaire et de son r61e bien dtabli au 
cours du ddveloppement gonadique ainsi que dans 
la survie et la prolifdration des spermatogonies dif- 
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f~renci~es. En utilisant un module transg~nique de 
souris hdtdrozygote pour I'inactivation par transge- 
n~se du g~ne Kit, nous avons pu montrer I'incapaci- 
te d'une seule copie du g~ne Kit ~ prdserver une 
spermatogen~se et une fertilitd normales chez la 
souris. En outre les rdsultats observds sugg~rent 
I'intervention de ce g~ne ~ diff~rentes phases de la 
spermatogen~se, selon des voies de transduction 
qui pourraient diverger. 

Au total I'analyse des voies et mdcanismes contr6- 
lant I'apoptose au cours de la spermatogen~se sont 
des dtapes cl~s pour la comprehension de certains 
troubles de la spermatogen~se comme de la gen~se 
des tumeurs testiculaires t~ cellules germinales. 

Mots-cl~s : apoptose, spermatogenese, Bcl2, Fas, TNF, 
Kit, SCF 

I. I N T R O D U C T I O N  

La spermatogenbse implique l 'ensemble des 6tapes de 
division et diff6renciation des cellules germinales aboutis- 
sant aux cellules germinales matures, les spermatozoides. 
C'est un processus dynamique fortement synchronis6 dont 
l'efficience est en partie conditionn6e par le rendement des 
6tapes de division comme de diff6renciation. Si la perte 
cellulaire observ6e lors de ces 6tapes est 6tablie depuis de 
nombreuses ann6es, en revanche ce n'est que plus r6cem- 
ment que le concept d'apoptose ou mort cellulaire pro- 
gramm6e s'est substitu6 au terme de d6g6n6rescence [26, 
3]. Diffdrents travaux ont permis de pr6ciser que les sper- 
matogonies 6taient les cibles principales de ce processus 
dans le tube s6minifbre en s'appuyant sur certains modbles. 
L'objectif de cette synth~se est de fournir quelques exem- 
ples emprunt6s ?~ des modbles animaux ou h des situations 
expdrimentales chez l'homme, afin d' appr6cier l'importan- 
ce que revSt ce concept de mort cellulaire programm6e 
dans la raise en place et le maintien de la spermatogen~se 
dans des conditions physiologiques. A cette fin, nous envi- 
sagerons successivement les premieres approches exp6ri- 
mentales s'appuyant sur la privation hormonale ou la cryp- 
torchidie, puis les 6tudes ayant permis d'appr6hender cer- 
taines voies de transduction impliqudes dans la commande, 
le contr61e ou l'ex6cution du processus apoptotique au 
niveau de la lign6e germinale. 

II .  P R I V A T I O N  H O R M O N A L E ,  CRYPTOR- 
CHIDIE EXPERIMENTALE 

Les approches r6alis6es ont d' abord fait appel ~t l'hypophy- 
sectomie suivie d'une suppl6mentation hormonale [45] 

montrant l'action promotrice de la FSH et de la testost6ro- 
ne sur la survie des cellules germinales. Peu de temps 
apr~s, le recours aux antagonistes de la GnRH a permis de 
mieux pr6ciser l'action de FSH [9, 43, 12], y compris avec 
l'adjonction possible de FSH recombinante [26]. L'action 
ambivalente de la testost6rone a 6galement 6t6 soulign6e 
avec, selon les conditions exp6rimentales et le stade sper- 
matogendtique, une action favorisante sur l'apoptose ou 
promotrice de la survie des cellules germinales [46, 26]. 
Les 6tudes s'appuyant sur la cryptorchidie exp6rimentale 
ont soulign6 pour leur part les stades spermatogen6tiques 
les plus sensibles [24, 25] et l'importance des interactions 
locales intra-testiculaires dans la r6gulation de la survie 
des cellules germinales [42]. Cependant, une approche 
intdgrative de ce type ne pouvait se concevoir sans que l'a- 
nalyse des voies de transduction impliqu6es dans le d6rou- 
lement de l'apoptose ne soit r6alisde au niveau testiculaire. 

III. Bcl-2 ET SPERMATOGENESE 

Homologues du g~ne CED-9 identifi6 chez C elegans, les 
gbnes de type Bcl-2 constituent une famille caract6ris6e 
par certains domaines structuraux partag6s par ses memb- 
res. C'est en particulier le cas du domaine BH3 (Bcl-2 
homology) qui intervient dans les interactions prot6ine - 
prot6ine responsables des homo- ou h6t6ro-dim6risations 
qui conditionnent l'activit6 de ces gbnes [2]. On peut ainsi 
distinguer trois sous-familles, celle de bcl-2 promotrice de 
survie cellulaire (Bcl-2, Bcl-xlong, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfll, 
Nrl3), celle de Bax (Bax, Bcl-xshort, Bak, Bok), et celle 
limit6e ?~ la conservation du domaine BH3 (Bik, Hrk, Bim, 
Bad, Bid) incapable de former des homodimSres, ces deux 
sous-familles promotrices d'apoptose. Nous 6voquerons 
successivement les modbles murins de sur-expression ou 
dominants n6gatifs de ces gbnes, les 6tudes ayant pr6cis6 le 
profil d'expression de certains de ces gbnes chez le rat et 
chez l'homme. 

1. Dys-expression de bcl-2, sur-expression de bcl-Xl 
chez la souris 

L'importance de la vague d'apoptose accompagnant le pre- 
mier cycle spermatogendtique a 6t6 clairement d6montr6e 
par les exp6riences permettant d'obtenir l'expression au 
nivean du testicule du g~ne bcl-2 qui ne l'est pas normale- 
ment et/ou la surexpression d'un g6ne de la mSme sous- 
famille qui est lui normalement prdsent au niveau testicu- 
laire (bcl-Xl). La premiere consdquence de leur expression 
sous la commande du promoteur du g6ne domestique de la 
phosphoglyc6rate kinase 1 est une augmentation de la den- 
sit6 des spermatogonies dans les tubes s6minifbres h trois 
semaines avec une nette diminution du nombre des cellules 
apoptotiques alors qu'?~ l'~ge adulte les tubes s6minif~res 
sont partiellement d6shabit6s et comportent des cellules 
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g6antes multinucl6es. Cet aspect est trbs comparable ?~ 
celui d6crit chez les souris pr6sentant un k.o. (knock out) 
pour le gbne bax [28]. 

2. Profil d'expression des prot6ines bcl-2 chez le rat 

Cette 6tude a permis de suivre l'expression de certaines 
prot6ines du groupe bcl-2 avec un augmentation de l'ex- 
pression des prot6ines ~ la fois pro-apoptotiques bad, bax, 
et anti-apoptotiques bcl-xl et bcl-w au cours du premier 
cycle spermatog6n6tique maximale ?~ 20 jours [47]. 

3. Profil d'expression des prot6ines bcl-2 chez l'hom- 
me 

On dispose de peu de donn6es chez l'homme. L'expression 
de bcl-X a 6t6 retrouv6e au niveau des spermatogonies, 
alors que l'expression de bcl-2 et bak 6tait plut6t le fait des 
spermatocytes et des spermatides, darts des pr61~vements 
autopsiques en dehors de troubles av6r6s de la spermatoge- 
nbse [34] sugg6rant une compartimentalisation et des r61es 
diff6rents pour ces prot6ines au cours de la spermatogen~- 
s e .  

IV. F A M I L L E  T N F  E T  S P E R M A T O G E N E S E  

1. Fas, Fas Ligand et spermatogen~se 

Fas L appartient ~ une famille de prot6ines incluant TNF 
(Tumor Necrosis Factor), la lymphotoxine t~, APO3L, 
APO2L ou TRAIL (TNF-related apoptosis inducing 
ligand) capables de se lier ~ des r6cepteurs sp6cifiques 
(Fas, TNF-R1, TNF-R2, DR3, DR4, DR5) comportant un 
segment darts leur r6gion intra-cytoplasmique d'environ 80 
Acides Amin6s appel6 <<Domaine de mort cellulaire = 
DD>>. Leur trim&isation permet le recrutement de prot6i- 
nes effectrices comportant un domaine comparable (DD) 
ainsi qu'un <<domaine effecteur de mort = DED>~ ~ leur 
tour capable de recruter des pro-caspases (pro-caspase 8 
notamment). L'ensemble constitue un <<complexe de signa- 
lisation inducteur de mort = DISC~ [5]. 

a) Donn~es exp&imentales chez les murins 

Elles sont relativement contradictoires. Les premiers tra- 
vaux ont montr6 l'expression prot6ique de Fas au niveau 
des cellules germinales, de Fas L au niveau des cellules de 
Sertoli chez le rat, avec une expression accrue ~ la suite 
d'une exposition ~ deux toxiques sertoliens (MEHP = 
Mono 2EthylHexyl Phtalate; 2,5 HD = Hexane Dione) ou 
une survie abaiss6e en pr6sence d'anticorps anti-Fas ou 
d'antisens de Fas L chez le rat et chez la souris [29]. L'a- 
poptose induite par le couple Fas - Fas L constituerait 
ainsi un mode de r6ponse ~ des agressions dirig6es contre 
la cellule de Sertoli ou les cellules germinales [30]. Enfin, 
l'importance physiologique de Fas au cours de la sperma- 

togenbse ne devrait pas ~tre sous-estim6e sur l'argument de 
l'absence de troubles de la spermatogenbse chez les souris 
d6ficientes pourle gbne de Fas (souris Ipr, [1]) car ces ani- 
maux continuent d'exprimer au niveau testiculaire ce gbne 
[29]. L'expression accrue des messagers de Fas et Fas L au 
niveau testiculaire chez le rat entre 16 et 32 jours de vie 
parallblement h la vague d'apoptose observ6e dans cette 
p6riode constituait un autre argument en faveur de l'impli- 
cation physiologique de Fas dans ce ph6nombne [11]. Des 
travaux plus r6cents ont r6v616 des r6sultats assez diff6- 
rents, puisque, chez le rat aucun ARN de Fas L n'est d6tec- 
t6 au niveau des cellules de Sertoli entre J10 et l'~ge adul- 
te, alors que qu'ils sont d6tect6s au niveau testiculaire ~t 
partir de J30. En outre l'irradiation in utero des rats femel- 
les retarde l'apparition de la spermatogenbse qui ne se 
trouve restaur6e qu'~ partir de 63 jours, date 5 partir de 
laquelle l 'expression de Fas L e s t  seulement d6tect6e. 
Enfin la cryptorchidie exp6rimentale unilat6rale chez le rat 
adulte s'accompagne de la disparition de la lign6e germi- 
nale ainsi que de l'expression de Fas L, alors que lign6e 
germinale et expression de Fas L sont pr6serv6es au niveau 
du testicule controlat6ral laiss6 en place [13]. Cette expres- 
sion concerne les spermatocytes et les spermatides chez le 
rat comme chez la soufis, seules les spermatides allong6es 
et les spermatozo)'des exprimant la prot6ine. Ces r6sultats 
remettent clairement en cause l'impact physiologique du 
couple Fas - Fas L sur le d6veloppement de la spermatoge- 
n~se tout en argumentant un r61e plus tardif en reproduc- 
tion [38]. 

b) Donn~es obtenues chez l'homme 

II s'agit d'abord de donn6es exp6rimentales r6sultant de 
l'6valuation de l'apoptose observ6e sur des cellules germi- 
nales issues de segments de tubes s6minif~res incub6s avec 
ou sans s&um et hormones [36]. L'absence de s6rum et 
d'hormones s'accompagne d'une augmentation tr~s nette 
de l'apoptose des cellules ainsi cultiv6es au bout de quatre 
heures. Ce ph6nom~ne est largement inhib6 tant par la pr6- 
sence d'un anticorps anti-FasL que par l'addition d'un 
inhibiteur de caspases (Z-VAD FMF = FluoroMethyl Keto- 
ne). 

L'expression de Fas et Fas L a 6t6 retrouv6e chez l'homme 
par RT-PCR quantitative au niveau du testicule adulte, 
mais pas au niveau du testicule foetal. En outre dans une 
approche pr61iminaire distinguant des situations ~t sperma- 
togenbse normale, h spermatogenbse bloqu6e au stade pr6- 
m6iotique ou post-m6iotique, une augmentation significati- 
ve des cellules germinales exprimant Fas dans le cas d'un 
blocage post-m6iotique a 6t6 observ6e [ 19]. 

2. TNF, TRAIL et spermatogenbse 

Les similitudes entre les systbmes Fas et TNF ont d6j~ 6t6 
6voqu6es en particulier en ce qui concerne la trim6risation 
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des rtcepteurs et les domaines de mort ou effecteurs de 
mort. Les prottines recruttes different (TNFR associated 
death domain protein = TRADD) ou non (Fas associated 
death domain protein = FADD), mais la voie de signalisa- 
tion apoptotique aboutit au recrutement et ~t l'activation de 
la pro-caspase 8. Mais pour TNF une autre voie de signali- 
sation existe, celle-ci plut6t anti-apoptotique, qui fait inter- 
venir une autre prottine (TNFR associated factor 2) capa- 
ble de recruter une prottine RIP (Receptor Interacting Pro- 
tein) et d'activer la voie NFkB, pour initier la transcription 
de prottines inhibitrices de l'apoptose (cIAP 1 et 2 = cellu- 
lar inhibitor of apoptosis). Les voies emprunttes par TNF 
peuvent donc aboutir, selon la situation et le compartiment 
cellulaire, hun signal pro- ou anti-apoptotique [5]. 

a) Donn~es exp~rimentales chez les murins 

L'ontogen~se de TRAIL et de ses r6cepteurs a 6t6 6tablie 
chez le rat. L'expression de TRAIL a 6t6 observ6e dans la 
gonade foetale et adulte au niveau des cellules de Leydig 
comme des cellules germinales en terme d'ARNm et de 
prot6ine. En revanche, les r6cepteurs de type 1 (DR4) et de 
type 2 (DR5) ne sont observ6s qu'au niveau des cellules de 
Leydig pour DR5 et au niveau des cellules germinales 
post-mtiotiques pour DR4, Ies autres rtcepteurs 6tant des 
r6cepteurs incomplets ou rtcepteurs leurres [21]. De tels 
r6sultats ne sont pas en faveur d'une action du syst~me 
TRAIL lors de l'installation de la spermatogen~se et dans 
l'apoptose spermatogoniale. 

b) Donn~es obtenues chez l'homme 

La prtsence de rtcepteurs de type 1 du TNF a 6t6 ddtectte 
par immunochimie sur des coupes de testicules humains au 
niveau des cellules de Sertoli et des cellules de Leydig. 
L'expression du TNF au niveau des cellules germinales 
(spermatocytes pachytbnes et spermatides rondes) est 6ta- 
blie. Sur des prtparations de segments de tubes s6minift- 
res, l'apoptose induite par l'absence dans le milieu de cul- 
ture de s6rum et d'hormones est partiellement inhib6e de 
faqon dose dtpendante en prtsence de TNFo~ [37]. Cette 
inhibition ne s'accompagne pas de variation significative 
de l'expression de NFkB, alors que l'expression de Fas L 
se trouve partiellement inhib6e en prtsence de TNF~. Ces 
rtsultats sugg~rent l'intervention possible de TNF~ dans le 
contr61e de l'apoptose des cellules germinales par le biais 
au moins d'un contrtle de l'expression de Fas ligand. 

V. P53 ET S P E R M A T O G E N E S E  

Les donntes disponibles concernent les murins. L'expres- 
sion et Faction pro-apoptotique du g~ne suppresseur de 
tumeur P53 a 6t6 6tablie au niveau des cellules germinales 
primordiales [32], des spermatogonies A1 [8] et des sper- 
matocytes primaires [50]. I1 faut distinguer parmi les voies 
de signalisation mises en jeu par p53, celles qui sont 

dtpendantes (expression de Fas, Bax, stress oxydatif) ou 
non (Bcl-2) de stquences sptcifiques transactivatrices 
[44]. L'augmentation de t'expression de la prottine pen- 
dant les quatre premieres semaines de vie chez la souris 
[39] et le doublement observ6 des spermatogonies indifft- 
rencites chez les souris prtsentant un KO de ce g~ne [8] 
argumentent pour un rSle de p53 au cours de l'installation 
de la spermatogen~se. Inversement la surexpression de p53 
chez la souris au niveau des cellules germinales post-mtio- 
tiques s'accompagne seion le niveau de cette surexpres- 
sion, soit d'un trouble majeur de la spermatogen~se avec 
disparition des spermatides, soit d'une subfertilit6 marqute 
par une ttratozoospermie chez les males, soit d'une fertili- 
t6 conservte [4]. Ces derni~res observations sugg~rent un 
vtritable effet dose pour cette prot6ine permettant de com- 
prendre la diversit6 de ses fonctions au niveau testiculaire. 
L'implication de p53 dans les agressions exog~nes sur le 
testicule (radio ou chimiothtrapeutiques en particulier) ne 
sera pas abord6e ici. 

Au total la plupart des exemples fournis par les situations 
expdrimentales dgcrites constituent autant d'arguments en 
faveur d' une rggulation densitd - ddpendante de la popu- 
lation des cellules germinales, concept avancd dos les 
anndes 80 pour souligner l'importance d'un dquilibre 
numdrique entre cellules somatiques (cellules de Sertoli) et 
cellules germinales pour assurer l'efficience de la sperma- 
togenkse [14]. Celle-ci va donc mettre en jeu un dquilibre 
entre des facteurs promouvant l'apoptose (Fas, TRAIL, 
TNFa, protdines Bcl-2, p53) et des facteurs promouvant la 
survie cellulaire (protgines Bcl-2, TNFa et Kit/SCF). 

VI. KIT/SCF ET S P E R M A T O G E N E S E  

L'impact du couple Kit/Stem Cell Factor (Kit ligand) sur la 
spermatogenbse est attest6 par difftrents arguments. L'ex- 
pression de Kit au niveau de certaines cellules germinales 
et des cellules de Leydig, et l'expression de son ligand au 
niveau des cellules de Sertoli du testicule sont 6tablis. Les 
mutations spontantes observtes sur chacun de ces deux 
g~nes (White Spotting pour Kit, Steel pour SCF) s'accom- 
pagnent gtntralement d'un dtfaut de migration de cellules 
germinales primordiales et affectent leur survie. En outre 
le couple Kit/SCF est 6galement impliqu6 dans la survie 
des spermatogonies diff6rencites. Enfin on ne peut exclure 
un rtle possible d'une forme tronqute de Kit au niveau des 
cellules germinales post-mtiotiques. 

1. Donn6es structurales 

Le gbne correspondant au locus Wes t  situ6 sur le chromo- 
some 5 chez la souris, 4 chez l'homme (4q12) et comporte 
21 exons. I1 existe deux types d'ARN messagers codts par 
ce g~ne, un long (5,5 kb) et au moins deux courts (3,2 et 
2,3 kb) qui sont des transcrits alternatifs sous la d6pendan- 

2 1 2  . . . . . . .  



ce d'un promoteur cryptique situs darts le seizi~me intron. 
Les prot6ines r6sultantes sont soit la forme complbte (140- 
160 kDa) qui s'int~gre darts la famille des rdcepteurs de 
type tyrosine kinase, soit la forme tronqu6e (tr-Kit, 24-30 
kDa) qui est r6duite au second domaine catalytique h acti- 
vit6 phosphotransf6rase et h l'extr6mit6 cytoplasmique de 
Kit [40]. 

Le g~ne correspondant au locus Steel est situ6 sur le 
chromosome 10 chez Ia souris, 12 chez l'homme et com- 
porte 9 exons. Les ARN messagers cod6s par ce g~ne 
rdsultent d 'un 6pissage alternatif qui inclut ou ignore 
l 'exon 6. I1 en r6sulte deux formes transmembranaires, 
l'une longue (45 kDa) comportant un site de clivage pro- 
t6olytique permettant la lib6ration facile d'une forrne solu- 
ble, l'autre plus court (32 kDa) ne poss6dant pas ce site de 
clivage et disposant d'un site beaucoup moins efficace [6]. 
U6quilibre entre ces deux formes est age et d6veloppement 
d6pendant et fait aussi intervenir une r6gulation hormonale 
(FSH). 

2. Expression et fonctions gonadiques de Kit et SCF 

L'importance fonctionnelle du couple Kit/SCF repose sur 
un ensemble d'arguments issus de l'analyse de mutations 
spontan6es des loci W e t  Steel et des donn6es acquises in 
vitro. Bri~vement, les mutations observ6es h l'6tat homo- 
zygote sur ces deux loci s'accompagnent d'un d6faut de 
migration des cellules germinales primordiales (CGP) lors 
de la constitution de la gonade primitive. Uaction de Kit 
sur les CGP conceme h la lois leur migration et leur survie 
[31, 20]. Un autre stade d'expression de Kit est repr6sent6 
par les spermatogonies diff6renci6es qui sont tributaires de 
ce g~ne pour leur prolif6ration [51, 35, 33]. La forme tron- 
qu6e de Kit observ6e au niveau des cellules germinales 
post-m6iotiques pourrait atre impliqu6e darts l'activation 
ovocytaire apr~s la f6condation [41]. En outre l'interaction 
Kit/SCF serait requise lors de la prolif6ration des cellules 
de Leydig [48]. I1 existe peu de donn6es concernant le 
d6ficit d'expression de ce g~ne dans l'esp~ce humaine, les 
seules mutations identifi6es correspondant ~ un syndrome 
de piebaldisme caract6ris6 seulement par une d6pigmenta- 
tion partielle du cuir chevelu et de la peau sans autre ano- 
malie de la lign6e m61anocytaire, h6matopoi6tique ou ger- 
minale [17, 16, 18]. 

3. R6sultats exp6rimentaux obtenus sur les fonctions 
gonadiques de Kit/SCF 

Le module utilis6 dans notre ~tude 6tait un module de sou- 
ris transg6nique chez lequel le gbne kit est invalids par 
l'insertion d'une sdquence nls-lacZ dans le premier exon 
du gbne [7]. Outre l'inactivation du g~ne, cette s6quence 
permettait de suivre l'expression du g~ne rapporteur au 
cours du d6veloppement gonadique car aucune modifica- 

tion du promoteur principal du gbne n'avait 6t6 faite. Notre 
hypothbse 6tait que l'analyse des souris h6t6rozygotes par 
comparaison avec les souris sauvages consanguines nous 
permettrait d'observer le d6veloppement gonadique, h la 
diff6rence des souris homozygotes d6ficientes qui meurent 
dans la premibre semaine de vie d'une an6mie m6galoblas- 
tique, et d'appr6cier le ph6notype des h6t6rozygotes comp- 
te tenu du marne fond g6n6tique des souris sauvages 
contr61es. 

Effectivement les souris h6t6rozygotes 6taient parfaitement 
viables et se distinguaient ais6ment des souris sauvages par 
la d6pigmentation de leur queue. Par rapport aux souris 
sauvages, les males h6t6rozygotes ne pr6sentaient aucune 
diff6rence en terme de poids total et de comportement ; en 
revanche, le premier cycle spermatogen6tique 6tait caract6- 
ris6 par une vague d'apoptose beaucoup plus intense au 
niveau des spermatogonies diff6renci6es, avec une diminu- 
tion tr~s nette de la transition des spermatogonies Avers 
les spermatogonies B. Cette apoptose 6tait 6galement plus 
marqu6e chez l'adulte. En revanche, n i l e  rendement de 
m6iose, ni le rendement de spermiogen~se n'6taient affec- 
t6s par le d6ficit ?~ l'6tat h6t6rozygote du g~ne kit [22]. Les 
cons6quences de ce d6ficit 6taient une diminution de la 
production spermatogen6tique et une hypofertilit6 des ani- 
maux. Deux observations originales sont venues compl6ter 
les connaissances 6tablies sur le couple Kit/SCF au niveau 
testiculaire. L'expression du g~ne rapporteur a bien 6t6 
confirm6e au niveau des spermatogonies diff6renci6es, 
mais apr~s son extinction complete une nouvelle expres- 
sion est apparue au stade pachyt~ne/diplot~ne de la pro- 
phase m6iotique. En outre l'hypofertilit6 observ6e chez les 
souris haplod6ficientes lors d'exp6riences de croisement in 
vivo a 6t6 6valu6e par f6condation in vitro, avec diminution 
du taux de f6condation ~t nombre 6gal de spermatozoides 
mobiles ins6min6s. Les alt6rations de mobilit6 et les per- 
turbations fonctionnelles observ6es au niveau de la r6ac- 
tion acrosomique constituent autant d'616ments argumen- 
tant pour un r61e possible de Kit au niveau des cellules 
post-mdiotiques. La persistance de l 'expression de la 
forme tronqu6e de kit dans notre module ne fournissait pas 
d'argument en faveur de sa responsabilit6 dans le ph6noty- 
pe observ6 [23]. 

4. Kit/SCF : un couple h action pl~otrope sur la 
gonade 

I1 est int6ressant de remarquer que le r6cepteur Kit et son 
ligand SCF offrent la particularit6, outre l'expression du 
premier au niveau des cellules germinales et de Leydig, 
ainsi que l'expression du second au niveau des cellules de 
Sertoli, de s'exprimer ~ des p6riodes et de d~velopper des 
actions biologiques diff6rentes selon la p6riode de d~ve- 
loppement de la gonade. En particulier, l'expression et le 
r61e de kit au niveau des cellules germinales sont disconti- 
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nus et divergent quant aux m6canismes de transduction qui 
sont en jeu. I1 en est ainsi de la vole PI3K qui est en jeu 
dans l'effet de kit sur la proliftration des spermatogonies 
difftrenci6es [10, 27, 15] mais apparemment pas darts l'ef- 
fet anti-apoptotique de kit. Par contre, l'action in vitro de 
SCF sur l'expression de certaines prottines de la famille 
bcl-2 chez le rat a clairement 6t6 montrte, ~ l'avantage des 
prottines promotrices de survie cellulaire (Bcl-xl, Bcl-w 
notamment [49]). L' expression de kit au cours de la mtiose 
ne peut ~tre relite h aucune action sur la proliftration ou la 
survie des cellules germinales [22, 23]. Compte tenu de la 
multiplicit6 des mtcanismes transductionnels recrutts par 
ce rtcepteur de type tyrosine kinase, il est raisonnable de 
penser que tant les mtcanismes qui contrtlent l'expression 
de ce g~ne dans la gonade que les m6canismes transduc- 
tionnels impliquts dans ses actions biologiques divergent 
en fonction du stade de dtveloppement et du type cellulai- 
re concem6. I1 reste que le couple Kit/SCF constitue un 
exemple priviltgi6 du dialogue entre cellules de Sertoli et 
cellules germinales pour le contrtle de la spermatogen~se. 

VII. C O N C L U S I O N  

L'apoptose, nous l'avons vu tout au long de cet expos6, 
joue un r61e majeur dans la mise en place et le maintien 
de la spermatogen~se. Elle est en particulier en jeu 
pour maintenir le rapport num6rique entre les cellules 
de Sertoli et les cellules germinales dans des limites 
compatibles avec le d6roulement normal de la sperma- 
togen~se. Si cet 6quilibre est perturb6 dans l'un ou l'au- 
tre sens, il en r~sultera une alteration s~v~re de la pro- 
duction des gametes. Notre propos s'est volontairement 
limit~ h la place de l'apoptose dans le processus physio- 
logique d'installation de la spermatogen~se, mais l'a- 
poptose est aussi une r~ponse apport~e h certains d~s- 
6quilibres soit endog~nes, perturbations du cycle cellu- 
laire, ADN endommag6, carence en facteurs de crois- 
sance, soit exog~nes, exposition h certains produits chi- 
miques, aux radiations ionisantes, it des perturbateurs 
endocriniens.  Sa place dans des processus patholo- 
giques, qu'il s'agisse d'infertilit6 ou de tumorigen~se 
chez l'homme, est tr~s vraisemblable mais reste h pr~ci- 
ser. 
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ABSTRACT 

Spermatogenesis and apoptosis 

Dominique ROYERE, Fabrice GUERIF, V~ronique 
LAURENT-CADORET, Marie-Th~r6se HOCHEREAU 

DE REVIERS. 

Onset of spermatogenesis is associated with a 
wave of apoptosis, which limits its efficacy during 
the first cycles in most mammals. After the first 
cycles, the actual efficacy of spermatogenesis 
always remains below the theoretical yield. Among 
the germinal cells, spermatogonia are the main tar- 
gets of physiological apoptosis. This physiological 
apoptosis partly depends on the relationships bet- 
ween germ cells and Sertoli cells. The impact of the 
Sertoli cell / germ cell number ratio on the efficacy 
of spermatogenesis is well accepted, the concept of 
density-dependent regulation in the seminiferous 
tubule was proposed in the early eighties. Since the 
steps of spermatogenesis require a continuous pro- 
gression of the cell cycle rather than an arrest, germ 
cells might therefore be more sensitive to apopto- 
sis. This may also lead to severe disturbances bet- 
ween proliferation and cell death. 

The first experiments designed to elucidate the 
mechanisms of germ cell apoptosis were based on 
hormonal deprivation or cryptorchidism. However, 
the link between hormonal or cellular action and cell 
survival remained to be established. Analysis of 
signal transduction pathways involved in germ cell 
apoptosis and their regulation were the next steps. 

The involvement of bcl-2 family genes has been 
confirmed, although the expression of some of its 
members remains more controversial. Data derived 
from overexpression of some genes (Bcl-2, Bcl-xl) 
or resulting from gene inactivation (Bax) at the testi- 
cular level have highlighted the role of these genes 
in the control of germ cell apoptosis and have also 
provided some evidence for the strict requirement 
for density-dependent regulation of spermatogene- 
sis. More recently, variat ions in the pattern of 
expression of these genes or proteins helped to 
explain some of the discrepancies in the literature. 

The place of the Fas ! Fas ligand system during the 
first cycle of spermatogenesis remains a matter of 
debate, with controversies concerning the precise 
site of expression of this oncogene and its receptor. 
Conversely, its role in the testis after chemotoxic or 
radiotoxic treatments is well established. However, 

the normal fertility of animals with a spontaneous 
inactivation of Fas or Fas L genes does not support 
a physiological role of these factors during sperma- 
togenesis. 

While factors involved in TNF ! TNF R1 (Tumor 
Necrosis Factor) are under study, some data have 
been reported concerning the role of TRAIL (TNFal- 
pha Related Apoptosis Inducing Ligand) and its 
active or decoy receptors in the testis. 

Among the oncogenes which may modulate the 
apoptotic process, Kit ! Stem Cell Factor is particu- 
larly interesting, as Kit is expressed in some germ 
ce~ls and Leydig ceils, whereas SCF is expressed by 
Sertoli cells. Its impact during gonadal development 
and in the survival and proliferation of differentiated 
spermatogonia has been clearly established. Using 
a transgenic mice model, in which the Kit gene was 
inactivated by the insertion of a nls-lacZ sequence 
in its first exon, we showed that one single copy of 
the gene was unable to sustain physiological sper- 
matogenesis and fertility in male mice. Our results 
also suggest that the Kit gene might be expressed 
at different steps of spermatogenesis, with different 
signal t ransduct ion pathways and bio logical  
actions. 

Finally, analysis of the signal transduction pathways 
involved in testicular apoptosis and their mecha- 
nisms of control is one of the key steps to a better 
understanding of both impairment of spermatoge- 
nesis and the pathogenesis of certain germ cell 
tumours. 

Key Words: apoptosis, spermatogenesis, Bcl2, Fas, 
TNF, Kit, SCF 
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