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Expression des génes
au cours de la spermatogenése

Les cellules germinales males subissent une différencia-
tion importante dans le testicule, conduisant a une cel-
lule haploide hautement spécialisée, le spermatozoide. A
chaque stade de différenciation, y compris aprés la
méiose, correspond un mode propre d’expression de
genes. Cette grande diversité dans ’expression génique
est li€e a ’utilisation de modes de régulation différents :
geénes spécifiquement transcrits dans les cellules germi-
nales, promoteurs alternatifs, épissage ou polyadényla-
tion différentiels. La signification physiologique de
P’expression trés spécifique de certains génes — comme
les proto-oncogenes, les génes des protéines du choc ther-
mique et des neuropeptides — pose des problémes impor-
tants dont certains commencent seulement a étre résolus.

e par sa situation anato-

mique, ses fonctions

physiologiques, et sans

oublier son extraordi-

naire capacité a produire
et exporter des cellules, le testicule est
un organe a part. Bien entendu, le
role essentiel de cet organe en endo-
crinologie et dans la reproduction
male justifie les nombreux travaux
qui lui sont consacrés, avec des
approches physiologiques, cellulaires,
biochimiques et, plus récemment, de
génétique moléculaire. Sur le plan
cellulaire, la fonction principale du
testicule est la différenciation des cel-
lules germinales maéles, une différen-
ciation particulierement originale
puisqu’elle conduit a des cellules
haploides et qu’elle est suivie d’une
maturation morphologique spectacu-
laire. Au vu de ces propriétés, on
pouvait s’attendre a une expression
de genes tres spécifiques au testicule.
En effet, apres les premiers travaux
sur les protamines et les isoenzymes
de la LDH, pour ne citer que quel-
ques exemples, la cadence des études
publiées sur l’expression de genes

spécifiques de cet organe s’est trés
nettement accélérée ces dernieres
années. Cela est dG pour une grande
part a l'apport des techniques de
génétique moléculaire, mais aussi a
I’originalité de l’expression de tres
nombreux geénes dans le testicule.
M¢éme pour les geénes transcrits dans
plusieurs tissus, il est fréquent de
trouver un mode d’expression diffé-
rent dans cet organe. Cette revue a
pour objet de faire le point sur les
propriétés de I’expression des geénes
dans le testicule et, plus précisément,
dans les cellules germinales. Il ne
s’agit pas d’établir une classification
exhaustive des geénes exprimés, mais
plutét d’illustrer, par quelques exem-
ples récents, les différents modes de
régulation.

I Rappels histologiques

L’histologie du testicule a déja été
parfaitement décrite [1]. Ces quelques
rappels pourraient aider a mieux
interpréter certaines propriétés de
I’expression des geénes dans cet
organe. Le testicule comprend plu-
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Figure 1. Expression de quelques génes, morphologie et ploidie a différents stades de la spermatogenése [1,
3, 5). LDH : lactate déshydrogénase ; PGK : phosphoglycérate kinase ; hsp : heat shock protein.

sieurs types cellulaires. Les cellules de
Leydig sont responsables de la
synthése d’androgenes et donc de la
fonction endocrinienne de cet organe.
Elles sont situées dans les espaces
interstitiels entre les tubules sémini-
feres. Ces derniers sont constitués des
cellules de Sertoli et des cellules ger-
minales. Il existe une barriere hémo-
testiculaire constituée principalement
par les cellules de Sertoli et les jonc-
tions étanches qu’elles établissent
entre elles. Les cellules germinales
sont étroitement associées aux cellu-
les de Sertoli et leur différenciation
s’effectue dans deux directions, de
I’extérieur vers l'intérieur du tubule
séminifére mais aussi dans le sens
longitudinal, le long du tubule. Les
cellules germinales méles passent par
plusieurs stades de développement
(figure 1). Les cellules souches, ou
spermatogonies de type A, constituent
une réserve de cellules germinales ;
elles ont la capacité de se diviser mais
peuvent aussi se différencier en sper-
matogonies de type B, premiere étape
de la spermatogeneése. Aprés huit
divisions cellulaires de spermatogonies
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du type B, la cellule entre en méiose
et est alors appelée spermatocyte. Les
stades précédant la premiere division
méiotique sont souvent assez longs et
sont bien caractérisés sur le plan
morphologique. Les deux divisions
méiotiques qui suivent sont relative-
ment rapides et conduisent a quatre
spermatides, cellules haploides qui
vont subir une différenciation mor-
phologique importante (la spermio-
genese) pour aboutir au spermato-
zoide mar. Au cours de cette diffé-
renciation, le spermatozoide aura
perdu une partie importante de son
cytoplasme, ou corps résiduel, récu-
péré par les cellules de Sertoli. II est
intéressant de noter que les cellules
germinales issues d’une spermatogo-
nie primordiale maintiennent des
ponts cytoplasmiques entre elles et
constituent un large syncytium. Cette
observation est importante concernant
I’expression des génes, surtout s’il est
prouvé que les ponts permettent le
passage de macromolécules. Dans ce
cas, une possible hétérogénéité dans
I’expression d’un gene dans les cel-
lules germinales pourrait ne pas se

refléter dans le contenu cellulaire en
protéine correspondante.

I Systémes expérimentaux

Les rongeurs constituent les modeles
expérimentaux les plus utilisés pour
étudier la spermatogenese [2]. La
souris présente, en particulier, de
nombreux avantages :

- il existe plusieurs mutants stériles
connus caractérisés par un arrét de la
spermatogenese a un stade bien
précis ;

- P’apparition des différents types de
cellules germinales se fait de maniére
séquentielle apres la naissance et avec
une cinétique relativement précise.
Selon I’age de I’animal, les testicules
sont plus ou moins riches en un type
donné de cellules germinales ;

- il est relativement facile de purifier
des cellules germinales 2 un stade
donné, en particulier par des techni-
ques de centrifugation ;

- 'impossibilité de réaliser des cultu-
res de cellules germinales rend le
modele animal encore plus attractif.

En particulier, les souris transgéni- s
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ques ont permis d’entamer I’analyse
des sites responsables de la spécificité
cellulaire d’expression de certains
promoteurs et ceux permettant la
régulation traductionnelle de I’expres-
sion de protéines du testicule.

Si I’essentiel des travaux expérimen-
taux a eu lieu chez la souris et le rat,
I’étude de la spermatogenése chez
I’homme pourra profiter des progres
techniques importants qui ont pu étre
réalisés récemment, permettant
notamment, de séparer les différents
types de cellules germinales humaines
(B. Jegou, communication person-
nelle). De plus, les séminomes peu-
vent constituer, dans une certaine
mesure, des modeles in witro pour
I’étude des cellules germinales.

Y a-t-il expression
de génes
aprés la méiose ?

Bien que cette question ait été I’objet
de controverses, plusieurs études ont
récemment montré qu’il y avait bien
transcription spécifique de certains
geénes apres la méiose. En effet, la
comparaison de produits de traduc-
tion in vitro d’ARN messagers, pro-
venant de spermatides et de
spermatocytes, a montré une diffé-
rence trés nette dans la nature des
protéines synthétisées [3]. Une étude
par électrophorése sur gel en deux
dimensions montre qu’il existe en
réalité plus de protéines différentes
que de protéines communes. Ces dif-
férences sont probablement encore
plus importantes si 1’on considere
toutes les protéines non révélées par
cette technique. Ces travaux sugge-
rent fortement I’existence d’une
transcription post-méiotique spécifique
mais, comme nous le verrons plus
loin, ne constituent pas une preuve
directe de cette hypothese.

Un des exemples les plus frappants
de modification post-méiotique est le
changement de la composition en
protéines de la chromatine, entrainant
des modifications bien connues de la
texture chromatinienne au cours de la
spermatogenese. En effet, des le
début de la méiose, des histones spé-
cifiques du testicule remplacent pro-
gressivement les histones somati-
ques [4]. Apres la méiose, ces histo-
nes sont elles-mémes remplacées par
d’autres protéines basiques, les pro-

téines de transition qui, a leur tour,
vont céder la place aux protamines.
Les messagers des protamines et des
protéines de transition sont détectés
uniquement dans les cellules haploi-
des. Pour certaines de ces protéines,
par exemple I’histone 2 B, la régula-
tion du taux du messager au cours
du développement a été démontrée
par des expériences de Northern blot
mais également par des expériences
de transcription sur noyaux isolés [3].
Des résultats analogues ont été obte-
nus pour une autre catégorie de
geénes codant pour des enzymes méta-
boliques comme la LDH-X.

L’ensemble de ces observations
démontre bien qu’il existe une activité
transcriptionnelle dans les cellules ger-
minales, avant, pendant et apres la
méiose. A chaque stade de différencia-
tion correspond une expression tres
spécifique de genes [3] ; le cas des
protéines chromatiniennes cité plus
haut est une bonne illustration de la
cascade d’événements transcription-
nels accompagnant la spermatogeneése.
Cette notion doit étre tempérée par
plusieurs observations : (1) il existe
des génes qui sont exprimés tout au
long de la spermatogenése, comme le
montre ’analyse par gel en deux
dimensions et 1’étude spécifique de
certains genes ; (2) a la régulation
transcriptionnelle vient se greffer une
régulation de type traductionnel que
nous reverrons plus loin. En effet, des
ARN peuvent étre synthétisés et stoc-
kés dans le cytoplasme a un stade
donné puis traduits en protéines spé-
cifiquement 2 un stade ultérieur.
Enfin, si la transcription a bien lieu
apres la méiose, elle est interrompue
au cours de la spermiogenése a un
moment ou les modifications chroma-
tiniennes deviennent trop importantes.

Propriétés générales
de l'expression des génes
dans le testicule

Un examen, méme rapide, de la lit-
térature montre que I’expression des
genes dans le testicule est différente
de celle des autres tissus. Bien sfr,
ce type d’analyse est biaisé parce que
bien souvent seules les différences
sont publiées. Néanmoins, I’accumu-
lation de données est telle que 1’on
est en droit de penser que cet organe
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est un systeme privilégié pour étudier
une expression alternative de geénes. Il
est vrai que dans de nombreux cas
I'expression des genes a été étudiée sur
I'organe entier et ’origine cellulaire
n’a pas été déterminée. Dans cette
revue, seuls les génes exprimés dans
les cellules germinales seront analysés.
Dans une revue publiée en 1987, Wil-
lison et Ashworth [5] ont réparti les
genes exprimés de maniére spécifique
au cours de la spermatogenese en trois
grandes classes : (1) Les genes expri-
més exclusivement durant la sperma-
togenese ; (2) les génes codant pour
une isozyme ou un isotype spécifique
du testicule alors que la fonction codée
est aussi exprimée dans les cellules
somatiques ; (3) les geénes dont
I'expression est modifiée dans les cel-
lules germinales males. Cette modifi-
cation peut étre soit qualitative (taille
du messager), soit quantitative. Cette
classification est actuellement acceptée
et permet de distinguer différents types
de modifications.

® Génes codant pour des fonctions
spécifiques

Les génes représentatifs de la premiére
classe sont ceux des protamines et des
protéines de transition dont la fonction
est spécifiquement associée a la sper-
matogenese [4]. D’autres genes,
comme celui de la préproacrosine,
codent pour une protéine spécifique de
la lignée germinale male. Il existe
aussi des genes dont la fonction n’est
pas connue mais dont I’expression se
restreint a une ou plusieurs étapes de
la spermatogenese [6]. Il s’agit, par
exemple, de certains genes localisés au
niveau du complexe t sur le chromo-
some 17. La présence de geénes tres
spécifiques de la spermatogenése ne
constitue pas une situation particulie-
rement originale puisque, dans chaque
tissu, on retrouve ce type d’expression
spécifique.

® Genes codant pour des isoenzymes
ou isotypes spécifiques
L’expression d’isoenzymes spécifiques
du testicule est un phénomeéne connu
depuis les années 1950 ; 1’cxemple
classique est la lactate déshydrogénase
X (LDH-X ou LDH-C), qui est spé-
cifique de la lignée germinalc méle,
contrairement a la LDH-A et a la
LDH-B [7]. Un autre exemple tres
étudié est celui de la PGK (phos-
phoglycérate kinase), enzyme de la
glycolyse, qui existe sous deux formes
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isoenzymatiques, PGK, et PGK, [8].
L’étude du systeme PGK-PGK, est
instructive a plus d’un titre. La
PGK, est I'isozyme somatique dont
le geéne est localisé sur le chromo-
some X. La PGK, possede un géne
autosomique et n’est exprimé qu’au
cours de la spermatogenese dans les
spermatocytes et les spermatides. La
comparaison des deux geénes est inté-
ressante sur le plan de la diversifica-
tion génique [8]. En effet, le géne de
la PGK, comprend dix introns alors
que le gene de la PGK, est sans
introns, posséde une séquence de type
poly A et est bordé par des séquences
répétées. Ces propriétés sont celles des
« rétroposons », dont la structure rap-
pelle celle de nombreux pseudogenes.
Le fait que le gene de PGK,, avec ce
type de structure, soit malgré tout
fonctionnel pourrait résulter d’une
forte pression de sélection en raison du
role clé de cette enzyme dans le méta-
bolisme du fructose. Or le chromo-
some X (et donc le géene PGK)) est
tres largement inactivé au cours de la
spermatogenese, en particulier dans
les cellules haploides. D’ou la néces-
sit¢ d’exprimer la PGK 2 partir d’un
géne somatique.

Le cas de la PGK est similaire 2 celui
de la phosphoribosylpyrophosphate
synthétase [9]. Plusieurs isoenzymes
PRPS existent : deux sont somatiques
et leurs génes sont sur le chromo-
some X ; une est spécifique du testi-
cule et son geéne est autosomique.
Cette regle n’est cependant pas abso-
lue. En effet, Myc L,, qui est appa-
renté au produit du proto-oncogene c-
myc, est exprimé dans le testicule a
partir d’un gene localisé sur le X [10].
Sachant que ce chromosome est inac-
tivé, on peut dans ce cas invoquer soit
une inactivation incomplete du X, soit
une dissociation possible entre trans-
cription et traduction, 'ARN étant
synthétisé avant I’inactivation du X et
traduit ultérieurement.

Le gene codant pour Myc L, partage
avec celui de PGK, une autre pro-
priété, I’absence d’introns. D’autres
genes exprimés dans le testicule adulte
sont aussi dépourvus d’introns,
comme par exemple le géne d’une
sous-unité de la pyruvate déshydrogé-
nase 2 chez I’homme, et celui de la
protamine du poulet [10]. La caracté-
risation d’autres genes permettra de
savoir dans quelle mesure I’expression

de ce type de genes est caractéristique
de la spermatogenese.

Récemment, I’expression de geénes
localisés sur le chromosome Y a été
étudiée dans le testicule. La famille
des génes Zfy code pour une protéine
a doigts a zinc. Chez la souris, deux
de ces geénes sont sur le chromo-
some Y et sont exprimés dans le tes-
ticule et dans d’autres tissus. Cepen-
dant, un troisitme membre de cette
famille est, lui, autosomique, et son
expression est spécifique du testicule.
Ce geéne a aussi une structure rappe-
lant celle des rétroposons [11].

Expression
alternative d’un géne

Dans ce cas de figure, trés courant, un
méme geéne est transcrit de maniére
différente entre les cellules germinales
et les cellules somatiques. Bien siir,
une telle variabilité peut se retrouver
pour chaque tissu de maniére spécifi-
que. Cependant, la grande fréquence
de cette variabilité distingue le testi-
cule. Les différents modes de régula-
tion connus sont utilisés et sont illus-
trés sur la figure 2, p. 536.

® Promoteurs différents

On retrouve pour certains génes, deux
promoteurs différents : 'un est
exprimé dans les cellules somatiques
et 'autre dans les cellules germinales.
L’exemple le plus frappant est celui de
I’enzyme de conversion de 1’angioten-
sine. Cette enzyme est constituée de
deux domaines semblables probable-
ment issus d’une duplication de géne.
Dans le testicule, la protéine n’est
constituée que d’un seul des deux
domaines et rappelle par sa structure
la protéine ancestrale [12]. Le géne est
constitué de 26 exons exprimés dans
les cellules somatiques. Or, dans le
12¢ intron du geéne, un promoteur
d’expression spécifiquement testicu-
laire a été mis en évidence, entrainant
la synthese d’une protéine beaucoup
plus courte [13]. Ainsi, dans ce cas,
I'initiation alternative de la transcrip-
tion entraine la synthése de deux pro-
téines trés différentes mais dont la
fonction est probablement similaire.
Deux initiations différentes peuvent
cependant entrainer la synthese de
deux ARNm codant pour des protéi-
nes dont la fonction est différente.
Ainsi, la calspermine, qui est spécifi-

que des cellules germinales, est iSSUE m———
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Figure 2. Différents modes d’expression des génes dans les cellules ger-
minales males. Les trois groupes décrits par Willison et Ashworth [5] sont illus-
trés par des exemples. Le groupe lll englobe différents modes de régulation. Dans
I'exemple choisi, I'utilisation d’un promoteur différent entraine la synthése d’une
protéine différente. De méme, I’épissage différentiel de pré-ARN CREB dans le
testicule introduit un codon de terminaison de la traduction et donc conduit 3
la synthese d’une protéine tronquée. Dans le cas du géne c-abl, les ARN diffe-
rent par leur partie 3’ non codante entre le testicule et les autres tissus, du fait
de l'utilisation de signaux alternatifs de polyadénylation (AATAAA). Les protéi-

nes sont cependant identiques.

de la méme unité génétique qu’une
protéine kinase dépendante de la cal-
moduline [14]. Il existe un autre cas
de figure illustré par le géne de la far-
nésyl pyrophosphate synthétase (FPS).
Le site d’initiation spécifique des cel-
lules germinales se situe en amont du
site somatique [15]. L’ARNm ainsi
synthétisé comprend une séquence 5’
non traduite plus longue qui entraine
une réduction importante de I’effica-
cité de la traduction. Ainsi, la modi-
fication du site d’initiation de la trans-
cription altére la capacité de traduc-
tion du messager, alors que la protéine
synthétisée est identique. D’autres

geénes voient aussi leurs sites d’initia-
tion modifiés dans les cellules germi-
nales, comme par exemple la proen-
képhaline et la proopiomélanocor-
tine [16]. Pour ce qui est de I'oe-
tubuline, un site d’initiation différent
va entrainer la synthése d’une protéine
tronquée par ’absence de méthionine
initjatrice [17].

® Epissage alternatif

Ce mode de régulation est aussi
retrouvé dans le testicule. Parmi les
quelques genes étudiés, ceux des pro-
téines CREB et CREM offrent un
intérét particulier sur le plan des régu-
lations géniques. La protéine CREB,
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qui est un facteur transcriptionnel de
la famille des leucine zippers, est le
médiateur de certains effets transcrip-
tionnels de ’AMPc. Dans les cellules
germinales, un épissage alternatif du
pré-ARNm conduit 2 la synthese
d’une protéine tronquée ayant perdu
le site de liaison a ’ADN et le site de
translocation nucléaire [18]. Le role
exact de cette protéine tronquée n’est
pas connu ; de par sa structure et sa
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localisation cytoplasmique, elle ne cor-
respond pas a un facteur transcription-
nel, mais elle pourrait moduler la
fonction ou la localisation d’autres fac-
teurs transcriptionnels. Récemment,
I’étude du mode d’expression tissulaire
de différentes formes de la protéine
nucléaire CREM, un analogue de la
protéine CREB, a conduit a des
observations particulierement intéres-
santes [19]. Deux formes de CREM

dépourvues du domaine d’activation
de la transcription sont retrouvées
dans quelques tissus et, en s’associant
a CREB, pourraient constituer des
inhibiteurs des effets transcriptionnels
de cette protéine. Dans les cellules ger-
minales miles, une forme résultant
d’un épissage différent est tres forte-
ment et spécifiquement exprimée.
Cette forme comprend des domaines
d’activation de la transcription, et
pourrait constituer un activateur de la
transcription sensible a I’ AMPc [19].
Le role de cette forme de la protéine
CREM pourrait étre d’induire cer-
tains génes au cours de la spermato-
genese.

I1 est intéressant de noter que d’autres
protéines impliquées dans la produc-
tion ou le mécanisme d’action de
I’ AMPc ont une expression différente
dans les cellules germinales. Citons
par exemple la sous-unité « de la pro-
téine Gs qui est codée par un ARNm
spécifique de ces cellules [20]. Cet
ARNm est trop petit pour pouvoir
coder pour une protéine fonctionnelle
normale. L’épissage alternatif, ainsi
que l'initiation différente, pourraient
constituer des moyens économiques
d’adaptation de ’expression des génes
a une structure et un environnement
cellulaire différents.

® Polyadénylation alternative

La taille des messagers de certains
geénes peut varier d’un tissu a ’autre
en raison d’un choix différent du site
de polyadénylation. Cela se traduit
par une taille différente de la séquence
3’ non codante avec, potentiellement,
une régulation différente de la traduc-
tion ou de la stabilité des messagers.
Plusieurs cas ont été rapportés ou la
polyadénylation est différente dans le
testicule. Le protooncogeéne c-abl est
ainsi exprimé dans les cellules germi-
nales sous forme de messagers de tail-
les inférieures par rapport a ceux des
cellules somatiques [21]. Le signal de
polyadénylation reconnu est un signal
inhabituel différent du consensus. On
ne sait pas encore si cette propriété est
spécifique du testicule. Cependant,
I’analyse d’autres messagers présen-
tant une polyadénylation alternative
(B,-galactosyl transférase, par exem-
ple) [22] permet de penser que, dans
cet organe, c’est le site de polyadény-
lation proximal qui est préférentielle-
ment choisi, conduisant 2 des ARNm

plus petits. Il est possible que 12 m——
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machinerie de polyadénylation ou de
terminaison de la transcription soit dif-
férente dans le testicule et favorise les
sites proximaux. Concernant les autres
modes de régulation (initiation, épis-
sage), il ne semble pas exister de regle
générale quant 2 la taille du messager
testiculaire.

I Adaptation physiologique

Devant tant de changements dans
I’expression génique, on est tenté de
rechercher les bases physiologiques
ayant entrainé la sélection et le main-
tien de ce type d’expression. Nous
avons déja mentionné le réle des pro-
tamines, des protéines de transition et
des histones spécifiques dans les modi-
fications chromatiniennes des cellules
germinales. De méme, les modifica-
tions morphologiques importantes au
cours de la spermiogenese peuvent
nécessiter la sélection de nouveaux
types de protéines du cytosquelette
comme [’actine et la tubuline. Une
autre caractéristique du testicule est la
température optimale, qui est de quel-
ques degrés inférieure a celle du reste
du corps. De nouvelles isozymes pour-
raient étre mieux adaptées a ce type
de conditions. Par ailleurs, le métabo-
lisme des spermatozoides est différent
de celui d’autres cellules y compris des
cellules germinales immatures. En
particulier, Iutilisation de fructose et
de lactate y est privilégiée par rapport
a celle du glucose, ce qui pourrait cor-
respondre a I’expression de nouvelles
isozymes de la glycolyse. D’une
maniere plus générale, et comme nous
le verrons un peu plus loin, ’ADN
des cellules germinales subit des modi-
fications comme la méthylation. Ces
modifications pourraient inactiver des
régions de certains chromosomes
nécessitant I’activation d’autres génes
codant pour des isozymes. Ces modi-
fications d’ADN pourraient non seu-
lement avoir un réle dans I’expression
des genes des cellules germinales, mais
aussi étre importants pour les étapes
ultérieures comme la fécondation et
I'embryogenese.

I Modes de régulation

Les genes exprimés dans le testicule
sont contrdlés a la fois sur le plan
transcriptionnel et sur le plan traduc-
tionnel. L’étude des régulations trans-

criptionnelles a été retardée en raison
de I’absence de systeme cellulaire sim-
ple permettant le dosage de I’activité
promotrice et I’analyse de sa spécifi-
cité. Trois approches ont cependant
pu étre utilisées. En premier lieu, le
clonage des promoteurs spécifiques a
été entrepris et la liaison de facteurs
transcriptionnels a été déterminée.
Une analyse fonctionnelle a été entre-
prise grace aux techniques de trans-
cription in vitro en présence d’extraits
nucléaires de tissus différents [23].
Ainsi, des éléments positifs et négatifs
ont pu étre mis en évidence dans le
promoteur de la protamine 1 [4].
Enfin, certains promoteurs ont pu étre
analysés grace aux souris transgéni-
ques. De la sorte, la spécificité cellu-
laire et la spécificité d’expression liée
au stade de différenciation ont pu étre
vérifiées pour des fragments de pro-
moteurs spécifiques tels que ceux des
génes de la protamine 1, de la
PGK, [24] et de ’enzyme de conver-
sion [25]. Il n’est pas encore possible
d’attribuer a une séquence particuliere
un réle déterminant dans la spécificité
d’expression.

En fait, beaucoup de ces promoteurs
contiennent, de facon banale, une
boite TATA et/ou une ou plusieurs
séquences riches en GC, comme de
trées nombreux genes non exprimés
dans les testicules. On ne peut, en réa-
lité, exclure I’hypothese d’une expres-
sion par défaut, ’absence d’un élé-
ment négatif permettant |’expression
dans les cellules germinales. Un tel
élément vient d’étre mis en évidence
dans le promoteur de la PGK, dont
I’expression s’éteint aux premiers sta-
des de la méiose [26].

La méthylation de I’ADN joue un
role important dans 1’expression des
geénes. Méme s’il est difficile de géné-
raliser, il est admis que la déméthy-
lation de certains sites d’ADN est
associée a une activation de geénes
dans les tissus ou ils sont exprimés.
Le cas des cellules germinales est
cependant tout a fait particulier. En
effet, si un geéne exprimé spécifique-
ment dans ces cellules est déméthylé,
ce processus doit étre réversible, soit
a la fin de la spermatogeneése, soit au
cours de ’embryogenése pour main-
tenir la méme spécificité d’expression
dans la génération suivante. C’est en
effet le cas de la PGK,, dont le
geéne est déméthylé des le stade sper-
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matogonie puis reméthylé dans le sper-
matozoide [27]. Il en est de méme
pour le géne de ’histone 2B spécifique
du testicule, mais, dans ce cas, la
méthylation a lieu au cours de
I’embryogenese [28]. Cependant, la
plupart des genes spécifiques du testi-
cule sont précédés de ce que l'on
appelle les flots CpG (séquences riches
en dinucléotide CG [29] ; or ces flots
ne sont méthylés ni dans les cellules
germinales ni dans les autres cellules
de l'organisme [27]. En réalité, ces
flots sont retrouvés essentiellement en
amont des génes de fonction ubiqui-
taire, mais aussi en amont de quelques
genes 2 expression spécifique de tissu.
Dans ce cas, la méthylation ne joue
pas de réle direct dans la spécificité
d’expression qui est déterminée par
I'intervention directe de facteurs trans-
criptionnels spécifiques de tissu, acti-
vateurs ou inhibiteurs.

La méthylation est aussi impliquée
dans le phénomeéne d’empreinte
parentale par lequel un gene peut
s’exprimer différemment s’il provient
du peére ou de la mere. Cette
empreinte doit nécessairement étre
modifiée a chaque génération. Cette
modification de la méthylation se fait
dans les cellules germinales primordia-
les. Une méthylation différente a lieu
pendant la spermatogenese et le type
paternel n’apparait qu’apres féconda-
tion, au cours de ’embryogenese [30,
31].

Régulations
traductionnelles

Des régulations au niveau traduction-
nel ont été révélées par la dissociation
entre I’apparition d’'un ARNm et de
la protéine pour laquelle il code au
cours de la spermatogenese. A titre
d’exemple, les ARNm des protamines
de souris sont synthétisés dans les sper-
matides avant I’arrét de la transcrip-
tion. Or les protéines n’apparaissent
que trois 2 sept jours plus tard. Entre-
temps, les ARNm sont stockés sous
forme de ribonucléoprotéines, avant
d’étre associés aux polysomes et d’étre
traduits [4]. Des expériences utilisant
les souris transgéniques avec des mes-
sagers chimériques, hormone de crois-
sance/protamine, ont permis de mon-
trer que cette régulation est liée a la
partie 3’ non codante du messager de
la protamine 2. Récemment, une pro-
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téine se liant a une séquence présente
dans la partie 3’ non codante du mes-
sager de la protamine a été mise en
évidence [32] ; cette protéine pourrait
étre responsable de la régulation tra-
ductionnelle. Par ailleurs, lors du pas-
sage des messagers de la protamine
dans la fraction polysomale, la taille de
la queue poly-A diminue considérable-
ment. Ce phénomeéne ne semble
cependant pas général et ne s’applique
par exemple pas a la LDH-X.

Spermatogenése
et oncogénes

Parmi les génes exprimés dans les cel-
lules germinales, on trouve de nom-
breux proto-oncogénes [2]. Cette
expression est assez surprenante dans
la mesure ou ces génes sont souvent
impliqués dans la croissance cellu-
laire : or, on retrouve les produits de
certains proto-oncogénes comme ¢-mos,
c-int et ¢c-abl dans les cellules haploides,
donc apres la méiose. La fonction des
produits de ces génes dans la sperma-
togenése est assez mal connue,
d’autant plus que certains sont expri-
més sous une forme modifiée (protéine
tronquée). On ne peut exclure que ces
protéines soient impliquées dans la
phase initiale de ’embryogenése. Le
proto-oncogene ¢-mos est un cas parti-
culier puisque I’on sait qu’il est aussi
exprimé dans les ovules et qu’il cor-
respondrait au facteur cytostati-
que ([33], m/s n°2, vol. 6, p. 162),
notion d’ailleurs contestée par des
résultats récents [34]. Il pourrait donc
peut-étre jouer un role particulier au
cours de la méiose.

Génes exprimés
au cours
de I’'embryogenése

Une autre constatation que ’on peut
faire a ’examen des génes exprimés au
cours de la spermatogenése est que
certains sont aussi exprimés au cours
de ’embryogenese [6]. Il s’agit par
exemple de génes homéotiques Hox
1.4 et de certains proto-onco-
geénes [35]. Il en est de méme pour le
geéne Zfy, qui code pour une protéine
de liaison a ’ADN contenant des
doigts a zinc [6]. Le réle exact de ces
protéines au cours de la spermatoge-
neése reste a déterminer. De plus, il
n’est souvent pas démontré que ces

protéines sont effectivement synthéti-
sées dans les cellules germinales. Il
n’en demeure pas moins que ces régu-
lations communes a I’embryogenese et
a la spermatogenése méritent d’étre
étudiées sur les plans moléculaire et
physiologique.

Génes exprimés
dans le systéeme
nerveux

Plusieurs geénes exprimés dans le
systéme nerveux le sont aussi dans les
cellules germinales males. Il s’agit, par
exemple, de précurseurs de neuro-
peptides comme la proopiomélanocor-
tine et la proenképhaline [6] mais aussi
des enzymes de biosynthése de neuro-
peptides et de neurotransmetteurs
comme I’endopeptidase Ep24.15 [36]
et la glutamate décarboxylase [37]. Il
existe méme des isozymes spécifique-
ment exprimées 2 la fois dans le testi-
cule et le cerveau, comme par exem-
ple une des formes de la glutathion S
transférase [38]. De plus, parmi les
facteurs de croissance exprimés dans
les cellules germinales, on trouve le
TGFf mais également le NGF [39].
D’ailleurs le testicule contient des
récepteurs NGF de basse affinité. Ces
facteurs de croissance pourraient jouer
un r6le dans le développement et la
maturation des cellules germinales
males. Quant aux neuropeptides, leur
réle testiculaire n’est pas connu. Une
étude récente vient illustrer de maniere
frappante 1’analogie partielle entre les
expressions de géne dans le testicule et
dans le systtme nerveux. En effet,
parmi des dizaines de récepteurs olfac-
tifs exprimés dans le tissu olfactif, cer-
tains sont aussi exprimés dans les cel-
lules germinales maéles et pourraient
jouer un réle dans le chimiotactisme
des spermatozoides au cours de la
fécondation ([40], m/s n°3, wvol. 6,
p. 293).

Protéines
de choc thermique

Des protéines de choc thermique sont
exprimées dans les cellules germinales
males. Les plus étudiées sont celles de
la famille hsp70. Certains génes de
cette famille sont spécifiquement expri-
més a des stades déterminés de la sper-
matogeneése, soit avant la premiere
division méiotique, soit

apres la me—
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méiose [34]. Les genes de ces isotypes
spécifiques sont peu ou pas induits par
la chaleur, ce qui pourrait expliquer
la sensibilité des cellules germinales
males a une élévation de la tempéra-
ture. Cette absence d’inductibilité est
cependant discutée, et la sensibilité a
la chaleur pourrait aussi étre due a la
nature des protéines de choc thermi-
que testiculaire [41, 42].

I Conclusion

Une meilleure connaissance de
I’expression des genes au cours de la
spermatogenése pourrait trouver des
applications pratiques et fondamenta-
les. En effet, elle pourrait déboucher
sur une meilleure compréhension de la
physiopathologie de certaines stérilités
males. A plus long terme, elle pour-
rait aussi conduire a de nouvelles
approches de contraception masculine
par des inhibiteurs spécifiques d’enzy-
mes testiculaires ou par des procédés
d’immunisation. Sur le plan fonda-
mental, ’accumulation de données
pourrait conduire a une meilleure con-
naissance des signaux de spécificité tes-
ticulaire, que ce soit au niveau des
promoteurs, de 1’épissage, de la polya-
dénylation, de la stabilité et de la tra-
ductibilité des messagers. Ce type
d’information ne peut étre obtenu que
par une analyse systématique des mes-
sagers testiculaires. Cette analyse a
déja commencé chez la souris [43] et,
dans notre laboratoire, chez I’homme.
De plus, les nombreux isoenzymes ou
isotypes présents dans le testicule cons-
tituent une réserve de mutations natu-
relles et pourraient aider aux études de
structure-fonction des protéines. La
technique d’amplification par PCR
pourrait permettre de franchir encore
une étape dans I’étude de 1’expression
des genes testiculaires. En effet, il est
maintenant possible d’amplifier une
séquence d’ADN génomique a partir
d’un seul spermatozoide [44]. Cela
permet d’analyser ’hétérogénéité des
spermatozoides et d’effectuer des étu-
des de liaison génique a partir d’un
seul donneur au lieu de plusieurs
familles. Par une approche similaire,
et si les progres techniques permettent
de réaliser la synthése d’ADNc a par-
tir d’une seule cellule, on pourra tes-
ter I’homogénéité de 1’expression des
génes dans les spermatozoides W

Summary

Gene expression during
spermatogenesis

Male germ cells undergo a drama-
tic differentiation in testis leading
to a highly specialized haploid cell,
the spermatozoon. A specific pat-
tern of gene expression corresponds
to each stage of differentiation
including post meiotic stages. This
unique diversity in gene expression
results from the use of a wide
variety of regulatory mechanisms :
genes that are specifically transcri-
bed in germ cells, specific promo-
ters, alternative splicing and polya-
denylation. The physiological rele-
vance of the expression of certain
genes such as oncogenes, heat
shock proteins genes, neuropeptides
genes is still poorly understood.
These questions are starting to be
addressed now.
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