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Souris transgeéniques et lignées cellulaires :
outils pour une approche moléculaire
de la différenciation germinale

La somme de connaissances acquises
sur la structure et la physiologie du
testicule permet d’aborder I'étude
des signaux et des facteurs impliqués
dans les régulations transcription-
nelles et post-transcriptionnelles in-
tervenant au cours de la spermatoge-
neése. Une liste de génes dont
I’expression est spécifique de I'un
des stades de différenciation a pu
étre établie. Mais parmi ceux-ci, peu
de facteurs régulateurs ont été claire-
ment identifiés. Les outils nécessaires
commencent en fait seulement a étre
disponibles. C'est maintenant la
construction de souris transgéniques
et les techniques d’inactivation par
recombinaison homologue qui vont
permettre de cerner au plus prés la
fonction d’'un geéne. Ces techniques
restent, cependant, assez lourdes a
mettre en ceuvre et présentent des li-
mitations intrinséques. Elles doivent
étre associées a des analyses menées
en culture de cellules. La aussi, les
modéles expérimentaux se sont affi-
nés, fondés sur I’établissement de li-
gnées germinales et de lignées soma-
tiques testiculaires.

Expression de génes régulateurs au
cours de la spermatogenése

Plusieurs génes a fonction régulatrice
connue ou supposée sont exprimeés a
des stades définis de la spermatoge-
nese [1, 2] (Tableau I). Ils ont été
trouvés, soit en criblant des banques
d’expression avec des sondes corres-
pondant a des séquences consensus
de fixation a 'ADN (clonage du géne
Zfp35 [3]), soit parce qu’ils étaient
déja connus dans d’autres tissus (ain-
si la protéine p53, exprimée au stade
pachyténe [4]). Leurs roles restent

m/s n°4, vol. 11, avril 95

néanmoins a déterminer. Pour ceux
dont ’expression n’est pas restreinte
aux cellules germinales, I’analyse
peut s’appuyer sur les connaissances
acquises dans d’autres tissus. Une
fonction au cours de la spermatoge-
nese a été proposée pour les génes
sty [5], sox5 [6], zfp35 (3], cfin51 [7]
AZF [8]ou sperml [9]. L'importance
de sry au cours du développement du
testicule est maintenant démontrée
[10], mais son role éventuel au cours
de la spermatogeneése reste obscur :
les transcrits sont trouvés sous une
forme circulaire, et aucune protéine
n’a pu étre détectée. Un candidat in-
téressant est le produit de sperml, qui
possede un domaine POU* retrouvé
dans plusieurs protéines impliquées
dans le développement du systéme
nerveux. sperml, transcrit aux stades
pachyténe et diploténe, pourrait par-
ticiper a la régulation de ’entrée en
méiose (m/sn°3, vol. 10, p. 344).

La souris transgénique, un outil
nécessaire

Les méthodes actuelles d’accés au
geéne impliquent lutilisation, soit de
cellules en culture, soit d’animaux
transgéniques. Les techniques de trans-
génese, lourdes et coiiteuses, présen-
tent I'avantage déterminant d’éviter
tous les aspects artificiels, et obliga-
toires, de la culture de cellules. La voie
ayjourd’hui la plus prometteuse est
I'analyse des conséquences phénoty-
piques de l'inactivation d’un géne par
recombinaison homologue.

* POU : domaine de fixation a UADN, toujours
trouvé associé a une homéoboite.

Cependant, si une fonction peut étre
ainsi identifiée sans ambiguité, il est
apparu que, dans beaucoup de cas, la
fonction de la protéine absente est
relayée par d’autres, masquant ainsi
son véritable role. On ne pourra
conclure d’un résultat négatif. Ainsi,
I'inactivation de mos, exprimé pen-
dant la méiose [11], et celle de p53
[12] ont montré qu’aucun de ces
deux génes n’est nécessaire a la sper-
matogenése, mais n’ont pas exclu
qu’ils y aient une fonction. De
méme, ’inactivation du géne CREB
(cyclic AMP responsive element binding
protein) impliqué dans le contréle de
I'expression génique au cours de la
spermatogenése (voir I’article de
P. Sassone-Corsi, p. 616 de ce numéro)
ne modifie ni le développement ni la
reproduction de la souris, car les
autres membres de cette famille de
facteurs de transcription suppléent
cette inactivation [13]. Parmi les
techniques les plus récentes de trans-
génese ciblée, la recombinaison diri-
gée aux sites loxP, telle qu'elle a été
utilisée pour la polymérase B dans les
lymphocytes T [14], permet I'inacti-
vation d’un geéne, dans le tissu et au
stade de développement choisis. Les
applications a la différenciation ger-
minale en sont attendues avec inté-
rét.

La construction d’animaux transgé-
niques qui expriment un gene rap-
porteur sous controle des séquences
régulatrices des geénes étudiés a, par
ailleurs, permis d’identifier, dans un
premier temps, les régions impli-
quées en cis dans les régulations, puis
les facteurs qui reconnaissent celles-
ci. Cela a été réalisé pour les genes
prml [15], pgk2 [16], tep-10 [17],
Hox-a.4 [18], zfyI [19]. Nous détaille-
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rons a titre d’exemple I’étude de
pgk2 et prml.

La phosphoglycérate kinase 2 (géne
pgk2) est une isoenzyme spécifique
des cellules germinales. L’ARN mes-
sager est transcrit pendant la méiose,
puis accumulé jusqu’au stade sper-
matide ronde avant d’étre traduit.
Dans des expériences de transgéneése,
une région de 0,5 kb en amont du
site de démarrage de la transcription
a été définie comme nécessaire et
suffisante pour que ’expression d’un
transgene soit parfaitement concomi-
tante de celle du géne [16]. Elle
comporte une séquence de douze
paires de bases, commune au promo-
teur du geéne zfp35 qui est exprimé au
méme stade de la spermatogenése.
Une protéine fixant cette séquence a
été identifiée par criblage d’une
banque d’expression d’ADNc de tes-
ticule. Cette protéine, appelée ts-
HMG, est présente aux stades ou 'ex-
pression des geénes pgk2 et zfp35
s’éteint [20]. Elle possede un domai-
ne HMG (high mobility group), caracté-
ristique d’un facteur de transcription
et retrouvé dans les protéines SRY et
Sox5. Le role de ces deux derniers
facteurs reste inconnu, mais la pro-
téine tsHMG pourrait agir comme un
inhibiteur transcriptionnel, a un sta-
de ou la transcription de plusieurs
geénes est réprimée dans les cellules
germinales.

Le géne prml code pour la protami-
ne 1, une des protéines qui rempla-
cent les histones aprés la méiose. Il
est transcrit au stade spermatide ron-
de, mais les messagers ne sont tra-
duits qu'une semaine plus tard, au
stade spermatide allongée. Dans des
souris transgéniques, le déclenche-
ment de la transcription dépend
d’une séquence en amont du géne
[15] alors qu’une partie de la région
3’ non codante du messager parait
responsable du délai de traduction
[21]. En amont du gene, le site de
fixation d’'un facteur spécifique des
cellules germinales post-méiotiques a
été identifié. Il contient une séquen-
ce proche d’'un élément de réponse a
I’AMPc (séquence CRE-like) qui fixe
un facteur appelé Tet-l [22]. Des
mutations dans cette séquence rédui-
sent l'activit¢ du promoteur [23].

s Flle est retrouvée dans les promo-
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Tableau |

QUELQUES PROTEINES POUR LESQUELLES
UNE FONCTION REGULATRICE .
AU COURS DE LA SPERMATOGENESE EST PROPOSEE

Protéines Stade Role proposé Reéf.
Protéines a «boite HMG »
tsHMG spermatide allongée inhibiteur transcriptionnel [20]
SRY, Sox5 spermatide ronde ? [51[6]
Protéines fixant les motifs CRE et CRE-LIKE
CREM préméiotique inhibiteur transcriptionnel P. Sassone-
CREMz postméiotique activateur transcriptionnel Corsi, (p. 616
Tet-1 postméiotique activateur transcriptionnel de ce numé-
ro) [22]
Protéines a «doigts de zinc»
Zpf-35' pachyténe controle de la méiose [3]
Ctin51 pachyténe a (71
spermatide ronde
Protéines a «domaine POU »
Sperm1 spermatocyte 1 facteur de différenciation [9]
Protéines se liant a ’'ARN
AZF testicule adulte épissage des ARNm, [8]
controle traductionnel
Protéine kinase et proto-oncogénes
MPF pachyténe controle de la méiose?  [36]
p53 mid-pachyténe intégrité du génome? [12]
c-Mos fin méiose arrét des divisions ? [11]
c-Abl spermatide ronde  morphologie des cellules [37]

aprés la méiose?

teurs des génes ACE [24] et piml
[25], exprimés au méme stade de la
spermatogenese. Il reste a détermi-
ner le role du facteur Tet-1, et de ses
interactions avec les séquences CRE-
like.

Moins de résultats ont été obtenus en
ce qui concerne les régulations post-
transcriptionnelles de I'expression
génique dans les cellules germinales.
Les études les plus poussées ont été
réalisées sur le géne de la protamine
2, exprimé aux mémes stades que la
protamine 1, et dont ’TARNm est ac-
cumulé une semaine avant d’étre tra-
duit. Au moins une protéine se lie-
rait, une fois phosphorylée, a une
séquence de la partie 3’ non codante
de 'ARNm, et inhiberait sa traduc-
tion [26].

Modé¢les expérimentaux en culture
de cellules

Comme la majorité des cellules diffé-
renciées, les cellules germinales ne
peuvent étre maintenues a long ter-
me en culture (voir [27] pour revue).
Si les régulations endocrines d’origi-
ne extérieure au tube séminifére (hy-
pophyse, cellules de Leydig, cellules
péritubulaires) peuvent étre assurées
par des apports adéquats dans le mi-
lieu de culture, il est clair que la dif-
férenciation des cellules germinales
dépend étroitement de leur environ-
nement dans I'épithélium séminife-
re, particuliérement de leur associa-
tion aux cellules de Sertoli. On
pourra, d’'une part, chercher a éta-
blir des lignées de cellules germi-
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Tableau Il

LIGNEES MURINES ETABLIES UTILISABLES POUR LES EXPERIENCES DE SPERMATOGENESE /N VITRO

Lignée Immortalisation par Caractéristiques Reéf.
GC-1spg SVLT - cellules germinales entre spermatogonie B
et spermatocyte préleptotéene [29]
— étude du promoteur du geéne /dhx
GC-2spd(ts) SVLT+pb3ts — cellules germinales préméiotiques [31]
GC-3spclts) - passage de la méiose in vitro dans les conditions permissives pour p53
15P-1 PyLT - cellules de Sertoli [34]

— passage de la méiose in vitro par des cellules germinales primaires

en coculture

nales modifiées pour étre capables
d’une maturation autonome. Toute
lignée qui reproduirait in vitro une
étape, méme limitée, de la différen-
ciation germinale serait d’'un grand
intérét. L’alternative sera de reconsti-
tuer dans des cultures mixtes («co-
cultures») I'association étroite que
I'on connait in vivo entre les cellules
germinales et les cellules de Sertoli.
Les contacts directs et les échanges
de signaux entre les deux types cellu-
laires sont I'un des aspects fonda-
mentaux de la spermatogenése; ils
devraient étre, au moins en partie,
conservés.

L’immortalisation de cellules diffé-
renciées a été réalisée pour d’autres
types cellulaires par I'expression
d’oncogénes immortalisants (voir [28]
pour revue), notamment ceux qui co-
dent pour les protéines T des virus
SV40 (SVLT) et polyome (PyLT). Ce-
pendant, cette étape d’immortalisa-
tion engage la cellule dans un pro-
cessus de progression tumorale, dont
les stades avancés risquent d’étre peu
compatibles avec I'expression de ca-
racteres différenciés. Une solution
est 'utilisation de mutants condition-
nels de 'oncogéne ou d’un anti-on-
cogene. Une autre solution est d’uti-
liser la protéine PyLT, dont le
pouvoir oncogéne est essentielle-
ment limité a 'immortalisation. Trois
lignées germinales ont récemment
été isolées apres transformation par
SV40 (protéine SVLT). Les cellules
de la lignée GC-1spg [29] expriment
deux marqueurs de stades préméio-
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tiques, la sous-unité C4 de la lactate
déshydrogénase (gene ldhx) et le cy-
tochrome Ct. Elles sont arrétées a ce
stade de différenciation. La transfec-
tion dans ces cellules de génes rap-
porteurs sous controle de régions gé-
nomiques en amont du geéne Ildhx a
permis de définir le promoteur mini-
mal de ce geéne [30]. Dans les lignées
GC-2spd(ts) et GC-3spc(ts) [31], le
pouvoir transformant de SVLT a été
limité par la co-expression d’une ver-
sion sensible a la température du
suppresseur de tumeur p53. A tem-
pérature restrictive, les cellules se di-
visent sans exprimer de caractéres
différenciés. Aux températures per-
missives, p53 bloque I'action transfor-
mante de la protéine SVLT et les cel-
lules expriment alors les marqueurs
de différenciation cités précédem-
ment. Un certain nombre d’entre
elles passent la méiose, produisant
une fraction de cellules haploides, re-
pérées par leur contenu en ADN, et
dans lesquelles un acrosome com-
mence a se former. Il sera intéressant
de dresser une liste précise des mar-
queurs moléculaires exprimés par ces
cellules qui, si leurs propriétés et leur
caryotype restent stables au cours des
passages, constitueront un 1nstru-
ment important d’étude des régula-
tions de l'expression génique avant
et pendant la méiose.

La coculture n’a pu étre réalisée de
maniere efficace en utilisant des cul-
tures primaires de cellules soma-
tiques testiculaires. Les lignées serto-
liennes établies a partir de tumeurs

ou aprés transformation par SV40 ne
gardent que trés partiellement leurs
caractéres différenciés [29, 32].
D’autres lignées ont été établies a
partir de souris transgéniques, expri-
mant dans I’épithélium séminifére la
protéine PyLT [33]. Elles conservent
certains des caractéres structuraux et
moléculaires des cellules de Sertoli.
Une d’entre elles au moins, 15P-1,
permet la différenciation «trans-
méiotique » de cellules germinales
primaires en coculture. Des cellules
germinales, prélevées avant le déclen-
chement de la premiére méiose chez
un male immature, expriment suc-
cessivement dans ces cultures mixtes
des marqueurs précoces de méiose
(cycline A, D. Wolgemuth, communi-
cation personnelle), puis le géne
prml (protamine 1), a expression
strictement post-méiotique, et des
noyaux haploides s’accumulent (m/s
n°4, vol. 10, p. 466) [34]. L’expres-
sion de différents génes peut étre sui-
vie dans ces cocultures. I devrait étre
possible de définir les séquences ré-
gulatrices de leur expression par
transfection d’un géne rapporteur
sous controle de ces séquences. Ce-
pendant, les résultats préliminaires
de différents laboratoires tendent a
montrer que les cellules germinales
sont difficilement transfectables. Le
systéme de coculture se préte particu-
lierement bien a I'analyse des si-
gnaux transmis entre la cellule de
Sertoli et la cellule germinale. Des
expériences en cours (S. Vincent et
M. Rassoulzadegan, non publié) ont
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permis d’identifier une série de cyto-
kines sécrétées par la cellule 15P-1
(KL, CSF-1, NGF, FGF-1, notam-
ment). L’utilisation d’anticorps mo-
noclonaux contre ces facteurs et
leurs récepteurs, d’oligonucléotides
antisens, d’inhibiteurs des voies de
transduction du signal en aval des ré-
cepteurs devrait permettre d’identi-
fier certains des éléments impliqués
dans les «conversations» entre cel-
lules de Sertoli et cellules germinales.

Conclusion

De plus en plus de génes sont connus
pour étre exprimés aux différents
stades de la spermatogenése. Cepen-
dant, aucune réponse n’a pour l'ins-
tant été apportée a la question de
I’existence possible de «geénes mai-
tres », qui contrdleraient le processus
de différenciation, comme il en a été
trouvé pour d’autres voies de diffé-
renciation [35). Une partie des diffi-
cultés méthodologiques sont mainte-
nant levées, puisque nous pouvons
associer les méthodes de transgéneése,
relativement lourdes, mais indispen-
sables, avec I'utilisation de lignées de
cellules germinales et de cocultures
de cellules germinales et somatiques.
La voie parait ainsi ouverte a une
analyse moléculaire fine des régula-
tions M

Julien Sage, Francois Cuzin

Inserm U. 273, Faculté des Sciences,
06108 Nice Cedex, France.
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