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Résumé 

 

 

Les Ġtapes d’adhĠsioŶ et de fusioŶ eŶtƌe l’oǀoĐǇte et le speƌŵatozoïde soŶt des Ġtapes 

cruciales dans le processus de fécondation. Cependant, de nombreuses questions sont posées 

aujouƌd’hui à pƌopos des pƌoĐessus ŵolĠĐulaiƌes Ƌui sous-tendent la réussite de ces étapes. Ces 

dernières années, un nombre important de molécules clés ont été identifiées comme ayant un rôle 

ŵajeuƌ daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue. A ce jour, la seule protéine membranaire connue dont 

l’aďseŶĐe Đause uŶ ĠĐheĐ total de la fĠĐoŶdatioŶ est la pƌotĠiŶe speƌŵatiƋue Izuŵoϭ.  

Izumo1 est une protéine transmembranaire, membre de la famille des protéines Izumo et de 

la superfamille des Immunoglobulines. Malgré son rôle clĠ daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue, ses 

pƌopƌiĠtĠs  foŶĐtioŶŶelles eŶ taŶt Ƌue pƌotĠiŶe d’adhĠsioŶ, de fusioŶ ou aǇaŶt la ĐapaĐitĠ d’oƌgaŶiseƌ 

des ƌĠseauǆ ĐoŵpƌeŶaŶt des pƌotĠiŶes de fusioŶ Ŷ’est pas eŶĐoƌe ĠluĐidĠ. 

Dans cette étude nous nous sommes intéressés au ƌôle d’Izuŵoϭ daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ 

gamétique.  

Pour cela, nous avons généré deux variantes exogènes de la protéine Izumo1 et les avons 

suƌeǆpƌiŵĠes à la ŵeŵďƌaŶe de plusieuƌs ligŶĠes Đellulaiƌes. L’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Đes Đellules 

exprimant la protéine et l’oǀoĐǇte a ĠtĠ aŶalǇsĠe au ŵoǇeŶ d’une technique de micromanipulation 

de Đellules ĐouplĠe à l’iŵageƌie ĐoŶfoĐale. Nous aǀoŶs aiŶsi ŵis eŶ ĠǀideŶĐe uŶe foƌte adhĠsioŶ eŶtƌe 

les cellules exprimant Izumo1 et les ovocytes et nous avons quantifié sa cinétique. Nous avons 

également généré le domaine extracellulaire recombinant afin de déterminer si Izumo1 seule était 

Đapaďle de se lieƌ diƌeĐteŵeŶt à l’oǀoĐǇte et ĐoŵŵeŶt. Nous aǀoŶs soŶdĠ au ŵoǇeŶ d’uŶe teĐhŶiƋue 

fine de mesure de forces, le biomembrane force proďe, l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe uŶ Izuŵoϭ uŶiƋue et 

l’oǀoĐǇte.  Ces eǆpĠƌieŶĐes peƌŵetteŶt de ĐoŶfiƌŵeƌ Ƌue Đ’est ďieŶ Izuŵoϭ et ŶoŶ uŶ paƌteŶaiƌe Ƌui 

est responsable de la forte adhésion entre cellules et ovocytes. Par observation en microscopie 

ĐoŶfoĐale d’uŶ ovocyte interagissant avec des cellules surexprimant Izumo1-GFP, nous avons observé 

l’aĐĐuŵulatioŶ d’Izuŵoϭ-GFP daŶs la zoŶe d’adhĠsioŶ. Le fait Ƌue Đe pƌoĐessus se ƌepƌoduise loƌsƋue 

plusieuƌs Đellules adhğƌeŶt à l’oǀoĐǇte suggğƌe Ƌu’Izuŵoϭ possğde uŶe ŵolécule partenaire 

laƌgeŵeŶt eǆpƌiŵĠe à la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte aǀeĐ laƋuelle il iŶteƌagit pouƌ ĐƌĠeƌ de l’adhĠsioŶ.  
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Introduction  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

« AŶd Ǉou thought Ǉou kŶeǁ all theƌe ǁas to kŶoǁ aďout feƌtilizatioŶ… » 

 (Shur et al. 2004) 
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L’iŶfeƌtilitĠ est un problème majeur en santé publique car un nombre important et sans 

cesse  croissant de couples y  sont confrontés (environ 80 millions  dans le monde (Harper et al. 

2008));  elle constitue un coût en soiŶs iŵpoƌtaŶt.  L’iŶfeƌtilitĠ  est dĠfiŶie comme « l’iŵpossiďilitĠ de 

ĐoŶĐeǀoiƌ apƌğs ϭϮ ŵois de ƌappoƌts seǆuels ŶoŶ pƌotĠgĠs, ou l’iŵpossiďilitĠ de ŵeŶeƌ uŶe gƌossesse 

à terme », seloŶ l’OM“. Le terme stérilité implique un processus définitif, et doit donc être réservé 

auǆ Đas ŶoŶ Đuƌaďles d’iŶfeƌtilitĠ.  DaŶs ϱϱ% des Đas, l’iŶfeƌtilitĠ est de Đause fĠŵiŶiŶe, daŶs ϯϱ% des 

Đas elle d’oƌigiŶe ŵasĐuliŶe (Harper et al. 2008), dans 25% des cas les causes sont retrouvées chez les 

deux partenaires,  les ϭϬ% de Đas ƌestaŶts soŶt d’oƌigiŶe iŶexpliquée. Depuis Le premier « bébé 

éprouvette »  ďieŶ du ĐheŵiŶ a ĠtĠ fait. L’assistaŶĐe médicale à la procréation (AMP) comprenant 

l’hǇpeƌstiŵulation ovarienne, la fécondation in-ǀitƌo, l’iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-cytoplasmique de 

spermatozoïde (intracytoplasmic sperm injection, ICSI) et la cryoconservation, a permis à 4 millions 

d’eŶfaŶts de naître. Mais l’AMP ĐoŶŶaît de Ŷoŵďƌeuǆ ĠĐhecs. La  détresse psychologique engendrée 

paƌ Đette iŶfeƌtilitĠ et paƌ le ǀĠĐu des tƌaiteŵeŶts itĠƌatifs et ĐoŶtƌaigŶaŶts Ƌu’elle iŵpliƋue est 

souvent extrêmement sévère et les coûts sociétaux importants.  

Dans sa définition biologique, l’iŶfeƌtilitĠ est l’échec du processus de fécondation. La 

fécondation chez les mammifères met en jeu un couple unique de cellules hétérotypiques : l’oǀoĐǇte, 

gamète femelle et le spermatozoïde, gamète mâle. Ces deux cellules doivent se trouver, se 

reconnaître spécifiquement, adhĠƌeƌ l’uŶe à l’autƌe et fusioŶŶeƌ. Ces deux dernières étapes de la 

fĠĐoŶdatioŶ soŶt souǀeŶt ƌegƌoupĠes sous le teƌŵe gĠŶĠƌiƋue d’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue.  BieŶ Ƌue 

déterminants dans le processus de fécondation, les mécanismes moléculaires et membranaires qui 

sous-teŶdeŶt l’iŶteƌaĐtioŶ des gaŵğtes ƌesteŶt à ĠluĐideƌ.  

Au cours des vingt dernières années, différentes techniques de biologie  ont permis 

d’ideŶtifieƌ uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe d’aĐteuƌs ŵolĠĐulaiƌes poteŶtiels iŶteƌǀeŶaŶt daŶs le pƌoĐessus de 

fécondation. Plus récemment, la génération de lignées de souris génétiquement modifiées a permis 

de ĐoŶfiƌŵeƌ l’iŵpliĐatioŶ de plusieurs familles de protéines dans le processus de fusion. Cependant, 

à l’eǆĐeptioŶ de la tétraspanine CD9 (Kaji et al. 2000; Le Naour et al. 2000; Miyado 2000), à la 

membrane de l’ovocyte,  et de la protéine Izumo1 découverte en 2005 seulement à la surface du 

spermatozoïde (Inoue et al. 2005), les autres protéines membranaires identifiées ne semblent pas 

être indispensables à la fusion (He et al. 2003; Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006). PƌiǀĠes d’Izuŵoϭ 

et/ou de CD9, les gamètes ne sont pas Đapaďles de fusioŶŶeƌ. “i le ŵode d’aĐtioŶ de CDϵ a fait l’oďjet 

de nombreuses études et tend à être de mieux en mieux connu, celui d’Izuŵo1 eŶ ƌeǀaŶĐhe Ŷ’est pas 

du tout élucidé. Izumo1 est une protéine de  la super famille des immunoglobulines. L’ĠƋuipe 

japoŶaise Ƌui l’a dĠĐouǀeƌte, ĐoŶstataŶt son rôle incontournable dans le processus de fécondation, 

lui a donné le nom du Temple de la Fertlilité  « Izumo ». “oŶ iŵpliĐatioŶ et ŵode d’aĐtioŶ eŶ taŶt Ƌue 
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ŵolĠĐule d’adhĠsioŶ, de fusioŶ, ou eŶĐoƌe Đoŵŵe oƌganisateur membranaire d’autƌes ŵolĠĐules 

restent à déterminer et caractériser.  

Mon travail de thèse a consisté à combiner des approches de biologie classiques (biologie 

moléculaire, mutagénèse, fécondation in vitro) à des approches biophysiques de micromanipulation 

et de ŵiĐƌosĐopie ĐoŶfoĐale pouƌ ĐoŶtƌiďueƌ à ĐaƌaĐtĠƌiseƌ l’aĐtioŶ d’Izuŵoϭ daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ 

gaŵĠtiƋue. Pouƌ dĠteƌŵiŶeƌ l’aĐtioŶ spĠĐifiƋue de Đette pƌotĠiŶe, Ŷous aǀoŶs ŵis au poiŶt Ϯ 

systèŵes eǆpĠƌiŵeŶtauǆ peƌŵettaŶt d’Ġtudieƌ l’iŶteƌaĐtioŶ d’Izuŵoϭ aǀeĐ l’oǀoĐǇte, le pƌeŵieƌ à 

l’ĠĐhelle de la ŵolĠĐule uŶiƋue, le seĐoŶd, à l’ĠĐhelle de la Đellule. 

Ce manuscrit sera divisé en 6 parties elles-mêmes subdivisées en courts chapitres.  

Dans la première partie, nous décrirons les principes de la fécondation, utiles à la 

compréhension de notre travail. Nous présenterons dans un premier chapitre les gamètes femelle et 

mâle ainsi que les étapes de la fécondation auxquelles nous nous intéressons : l’adhĠsioŶ et la fusioŶ. 

Un second chapitre fera le point sur les différents acteurs protéiques de l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue à 

l’eǆĐeptioŶ d’Izuŵoϭ auƋuel Ŷous ĐoŶsaĐƌeƌoŶs le Đhapitƌe ϯ.  

La deuxième partie décrira les matériels et méthodes de notre étude. Le chapitre 1 sera 

consacré à la description des lignées de souris, le chapitre 2 à celle des lignées de cellules nécessaires 

au travail. Le chapitre 3 présentera les techniques de biologie moléculaire utilisées et le chapitre 4 

décrira les outils biophysiques de micromanipulation grâce auxquels les résultats ont été obtenus.   

La tƌoisiğŵe paƌtie seƌa ĐoŶsaĐƌĠe à l’appƌoĐhe Đellulaiƌe Ƌue Ŷous aǀoŶs adoptĠe pouƌ 

aŶalǇseƌ le ƌôle d’Izuŵoϭ à l’ĠĐhelle de la cellule. Le premier chapitre de cette partie exposera la mise 

au poiŶt du ŵodğle d’Ġtude : la recheƌĐhe de la ligŶĠe Đellulaiƌe, le ĐloŶage des ǀeĐteuƌs d’eǆpƌessioŶ 

pour la protéine exogène et la validation du modèle. Le deuxième chapitre décrira la technique de 

ŵesuƌe de foƌĐe paƌ ŵiĐƌoŵaŶipulatioŶ de Đellules ĐouplĠe à l’iŵageƌie ĐoŶfoĐale. Les ƌĠsultats 

oďteŶus et leuƌ disĐussioŶ feƌoŶt l’oďjet du deƌŶieƌ Đhapitƌe.  

La Ƌuatƌiğŵe paƌtie eǆposeƌa l’aŶalǇse de l’iŶteƌaĐtioŶ d’Izuŵoϭ aǀeĐ l’oǀoĐǇte à l’ĠĐhelle de 

la molécule unique. Nous décrirons dans le premier chapitre la mise au point et la validation de la 

protéine recombinante ECD-Izϭ Ƌui Ŷous a seƌǀi de ŵodğle d’Ġtude. La teĐhŶiƋue du BioŵeŵďƌaŶe 

FoƌĐe Pƌoďe ;BFPͿ feƌa l’oďjet du seĐoŶd Đhapitƌe de Đette paƌtie. Les ƌĠsultats oďteŶus seƌoŶt 

exposés et discutés dans le troisième chapitre.  

Nous nous sommes ensuite intéressés aux interactions développées par Izumo1 en intra et 

extracellulaire. Les résultats obtenus seront décrits dans la cinquième partie. Le premier chapitre 

poƌteƌa suƌ l’aŶalǇse des iŶteƌaĐtioŶs dĠǀeloppĠes paƌ le doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaire que nous avons pu 

ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe ou ƌĠfuteƌ. Le seĐoŶd poƌteƌa suƌ l’Ġtude d’uŶe possiďle iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ le 

cytosquelette.  
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La sixième partie explorera le rôle joué par Izumo1 au-delà de l’Ġtape d’adhĠsioŶ. Les 

spermatozoïdes délétés de cette protĠiŶe adhğƌeŶt à l’oǀoĐǇte ŵais Ŷe fusioŶŶeŶt pas. De Đe fait 

Izuŵoϭ est ĐoŶsidĠƌĠe Đoŵŵe jouaŶt uŶ ƌôle daŶs la fusioŶ eŶtƌe le speƌŵatozoïde et l’oǀoĐǇte, 

Ŷous dĠĐƌiƌoŶs daŶs le pƌeŵieƌ Đhapitƌe les ƌĠsultats oďteŶus ƋuaŶt au ƌôle d’Izuŵoϭ eŶ taŶt Ƌue 

protéine de fusion. Nos observations nous ont également permis de mettre en évidence des 

ĠĐhaŶges ŵeŵďƌaŶaiƌes eŶtƌe l’oǀoĐǇte et le ŵodğle Đellulaiƌe ƌappelaŶt le phĠŶoŵğŶe de 

tƌogoĐǇtose et uŶ phĠŶoŵğŶe d’iŶteƌŶalisatioŶ de la Đellule poƌtaŶt la pƌotĠiŶe exogène proche de la 

phagocytose. Les résultats de ces observations sont décrits dans les chapitre deux et trois 

respectivement.   

Enfin en guise de conclusion, après un bref rappel des différents résultats obtenus, nous 

aborderons les ouvertures et perspectives possibles de ce travail.  
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ϭğƌe paƌtie: IŶtƌoduĐtioŶ à l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue 

 

 

 

 

 

 

 

 

La fécondation est un phénomène déterminant pour assurer le maintien de la vie. Les 

tƌaǀauǆ ĐoŶsaĐƌĠs à l’appaƌitioŶ de la ǀie suƌ la plaŶğte oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue la reproduction a débuté de 

façoŶ aseǆuĠe Đhez les foƌŵes pƌiŵitiǀes, et Đe il Ǉ a eŶǀiƌoŶ ϯ ŵilliaƌds d’aŶŶĠes ;ŶotaŵŵeŶt Đhez 

les ǀiƌus et les aƌĐhĠoďaĐtĠƌies et la plupaƌt des ġtƌes uŶiĐellulaiƌes…Ϳ,  la ƌepƌoduĐtioŶ seǆuĠe Ŷ’est 

apparue que plus tard,  il Ǉ a eŶǀiƌoŶ ϲϱϬ ŵillioŶs d’aŶŶĠes.  

Chez les mammifères, la fécondation est la rencontre de deux gamètes, cellules 

sexuelles hautement différenciées, qui vont se reconnaître spécifiquement, adhérer, fusionner et 

engendrer une cellule unique : le zygote ou œuf. “i le pƌoĐessus ĠĐhoue, les deuǆ Đellules ǀoŶt 

dégénérer rapidement (Wassarman 1999). L’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Đes deuǆ gaŵğtes a fait l’oďjet de 

nombreux travaux mais peu de choses sont connues concernant les mécanismes membranaires et 

protéiques qui sont mis en jeu.  

Cette paƌtie seƌa ĐoŶsaĐƌĠe à la pƌĠseŶtatioŶ de l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue. Dans un premier 

chapitre, nous décrirons les cellules gamétiques et les processus impliqués dans leur maturation puis 

nous expliquerons les différentes étapes du déroulement de la fécondation. Le deuxième chapitre 

tƌaiteƌa des pƌoĐessus d’adhĠsioŶ et de fusioŶ et plus particulièrement des acteurs protéiques 

impliqués. La protéine spermatique Izumo1 fera, quant à elle, l’oďjet du tƌoisiğŵe Đhapitƌe.  
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Chapitre 1 / Les gamètes et la fécondation  

1. Le gamète femelle : l’ovoĐǇte II 

Les ovocytes se forment lors de la vie embryonnaire. Ils se ŵultiplieŶt et ĐƌoisseŶt jusƋu’à la 

naissanĐe où Đe pƌoĐessus ǀa s’aƌƌġteƌ. A ce stade,  les ovocytes sont appelés ovocytes I ou ovocytes 

pƌiŵaiƌes. Ils seƌoŶt aiŶsi stoĐkĠs daŶs l’oǀaiƌe duƌaŶt toute la pĠƌiode de l’eŶfaŶĐe. La phase de 

ŵatuƌatioŶ ƌedĠŵaƌƌe à la puďeƌtĠ loƌs de l’oǀulatioŶ. L’oǀoĐyte primaire devient ovocyte II ou 

ovocyte secondaire.  

L’oǀoĐǇte « fécondable » Ƌuitte doŶĐ l’oǀaiƌe au stade d’oǀoĐǇte II.  Il est ƌepƌĠseŶtĠ Figuƌe ϭ. 

C’est uŶe Đellule de gƌaŶde taille, ϴϬ µŵ de  diamètre chez la souris et 120 µm chez la femme, 

entourée d’uŶ ŵaŶteau de ϯ glǇĐopƌotĠiŶes ;)Pϭ, )PϮ, )PϯͿ Đhez les ŵaŵŵifğƌes ŶoŶ huŵaiŶs et 4 

Đhez l’hoŵŵe ;)Pϭ, )PϮ, )Pϯ, )PϰͿ(Gupta & Bhandari 2011), appelé zone pellucide (ZP). La zone 

pelluĐide joue uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt eŶ pƌĠǀeŶaŶt la polǇspeƌŵie ;uŶ oǀoĐǇte Ŷ’est ǀiaďle Ƌue s’il est 

fĠĐoŶdĠ paƌ uŶ seul speƌŵatozoïdeͿ. C’est ĠgaleŵeŶt essentiellement à son niveau que se fait la 

ƌeĐoŶŶaissaŶĐe d’espğĐes ;uŶ speƌŵatozoïde d’uŶe espğĐe Ŷe pouƌƌa pas tƌaǀeƌseƌ la )P d’uŶ 

oǀoĐǇte d’uŶe autƌe espğĐeͿ. L’espaĐe Đoŵpƌis eŶtƌe la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue oǀoĐǇtaiƌe et la zoŶe 

pelluĐide ;)PͿ est appelĠ l’espaĐe pĠƌiǀitelliŶ.  

La ŵeŵďƌaŶe ĐǇtoplasŵiƋue de l’oǀoĐǇte est ƌeĐouǀeƌte de ŵiĐƌoǀillositĠs. Ce sont des 

protrusions ŵeŵďƌaŶaiƌes ŵaiŶteŶues paƌ uŶ ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe. Elles peƌŵetteŶt uŶe 

augmentation importante de la zone de contact potentielle avec la tête du spermatozoïde et 

iŶteƌǀieŶŶeŶt loƌs de l’iŶteƌŶalisatioŶ de Đe deƌŶieƌ (processus qui consiste eŶ l’iŶĐoƌpoƌatioŶ du 

speƌŵatozoïde à l’iŶtĠƌieuƌ de l’oǀoĐǇteͿ. Notre travail a été mené chez la souris. La membrane 

cytoplasmique des ovocytes de souris a deux zones différentes. La première est la zone dite 

microvillaire, elle correspond à environ 70% de la membrane et est riche en microvillosités. La 

seconde est la zone amicrovillaire. Les 30% de la membrane ovocytaire correspondant à la zone 

amicrovillaire sont très pauvres en villosités. Elle se situe en regard du fuseau mitotique. A ce niveau, 

les speƌŵatozoïdes adhğƌeŶt ŵoiŶs à l’oǀoĐǇte et Ǉ fusionnent peu ou pas  (Runge et al. 2007).  Les 

ovocytes humains sont dépourvus de zone amicrovillaire.  

Le ĐǇtoplasŵe de l’oǀoĐǇte II est ƌiĐhe eŶ oƌgaŶelles. Il s’agit suƌtout des ŵitoĐhoŶdƌies et du 

réticulum endoplasmique lisse impliqués dans la régulation et le stockage du calcium (Balakier et al. 

2002). Les granules corticaux, situés au niveau du cytoplasme sous-cortical, jouent un rôle important 

dans l’eŵpġĐheŵeŶt de la polǇspeƌŵie : ils proviennent de l'appareil de Golgi et contiennent des 

glycosaminoglycanes, des phosphatases acides, des peroxidases et des protéases telle que 
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l’OǀastaĐiŶ (Burkart et al. 2012; Wessel et al. 2001). Cette deƌŶiğƌe, apƌğs la pĠŶĠtƌatioŶ d’uŶ 

pƌeŵieƌ speƌŵatozoïde ƌeŶd la zoŶe pelluĐide iŵpĠŶĠtƌaďle paƌ d’autƌes speƌŵatozoïdes (Talbot & 

Dandekar 2003).   

  

 

 

Figuƌe ϭ: ϭ/Vue sĐhĠŵatiƋue d’uŶ ovoĐǇte II et ayant expulsé son premier globule polaire (Evans 2012). 2/ 

Ovocyte II ayant expulsé son premier globule polaire en Microscopie Confocale en Transmission. (A) Ovocyte II 

ayant éjecté son 1er globule polaire. (B) Zone pellucide. (C) Cellule du cumulus. Le cytoplasme de l’ovoĐǇte est 

riche en organelles et est entouré de la zoŶe pelluĐide. EŶtƌe l’ovoĐǇte et la zone pellucide se trouve l’espaĐe 

périvitellin. 3/ Spermatozoïdes de souris fécondant un ovocyte. La zone amicrovillaire marquée par * est visible : 

zone lisse et sans villosités. Les spermatozoïdes adhèrent préférentiellement au niveau de la zone microvillaire. 

Les speƌŵatozoïdes soŶt Ŷoŵďƌeuǆ Đaƌ l’ovoĐǇte est dĠpelluĐidĠ. DaŶs le Đas des ovoĐǇtes )P- ; plusieurs 

spermatozoïdes peuvent adhérer et fusionner car la ZP est impliquée dans la prévention de la polyspermie. 

(Runge et al. 2007). 

L’oǀoĐǇte II est eŶtouƌĠ paƌ uŶ Ŷuage Đellulaiƌe, le Đuŵulus oophoƌus Ƌui est composé 

d’eŶǀiƌoŶ 20 000 cellules folliculaires de la granulosa maintenues entre elles en réseau par une 

ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe. Cette ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe est faite pƌiŶĐipaleŵeŶt d’aĐide hǇaluƌoŶiƋue 

;Figuƌe ϮͿ. Ces Đellules peƌsisteŶt jusƋu’à ϳϮ heures après la fécondation (Familiari et al. 2006). Les 

cellules les plus internes de la granulosa constituent la corona radiata : ce sont des cellules qui 

émettent des extensions cytoplasmiques à travers la zone pellucide formant ainsi des « Gap 
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Junctions » ou joŶĐtioŶs ĐoŵŵuŶiĐaŶtes. Leuƌ pƌiŶĐipale foŶĐtioŶ est de Ŷouƌƌiƌ l’oǀoĐǇte. Plus à 

l’eǆtĠƌieuƌ, se tƌouǀeŶt des Đellules Ƌui ĐoŶstitueŶt uŶe sous-population différente et qui forment le 

plus grand nombre des cellules du cumulus. Elles sont responsables de la synthèse de la 

progestérone (hormone ayant un rôle important dans le chimiotactisme des spermatozoïdes dans les 

voies génitales femelles) (Tanghe et al. 2002; Yokoo & Sato 2004; Lishko et al. 2011) ainsi que du 

VEGF (Vascular endothelial growth factor) et des cytokines (Interleukines et Tumor Necrosis Factor : 

TNF- αͿ. Des tƌaǀauǆ de fĠĐoŶdatioŶ iŶ ǀitƌo oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue de ŵeilleuƌs tauǆ d’iŵplaŶtatioŶ 

embryonnaire étaient obtenus si les ovocytes étaient maintenus dans le cumulus, suggérant ainsi que 

ces cellules jouent également un rôle important dans les premiers stades du développement 

embryonnaire (Carrell et al. 1999).  

 

Figure 2: Ovocyte II non fécondé (image en 

microscopie  optique grossissement x 10). Les cellules 

du cumulus sont visibles. Elles forment un nuage 

autouƌ de l’ovoĐǇte.  

 

 

La ƌĠseƌǀe d’oǀoĐǇtes se foƌŵe loƌs de la ǀie fœtale. Leur nombre baisse au cours de la vie 

jusƋu’à aƌƌġt Đoŵplet loƌs de la ŵĠŶopause. Mais Đe dogŵe est depuis ƋuelƋues aŶŶĠes ƌeŵis eŶ 

ƋuestioŶ et des Ġtudes ƌĠĐeŶtes oŶt ŵoŶtƌĠ la possiďilitĠ d’uŶ ƌeŶouǀelleŵeŶt des oǀoĐǇtes Đhez les 

mammifères : Johnson et al. oŶt ŵoŶtƌĠ la pƌĠseŶĐe d’uŶe diǀisioŶ ŵitotiƋue des goŶoĐǇtes ;Đellules 

précurseurs des ovocytes) chez les souris adultes ; Pacchiarotti et al. ont réussi à maintenir en culture 

uŶe populatioŶ de goŶoĐǇtes pƌoǀeŶaŶt d’oǀaiƌes de souƌis âgĠes de Ϯ à ϱ jouƌs. La question est 

encore sujette à controverse et le débat passionne la communauté scientifique (Johnson et al. 2004; 

Pacchiarotti et al. 2010; Skaznik-Wikiel et al. 2007; Byskov et al. 2005).  

2. Le gamète mâle : le spermatozoïde 

CoŵpaƌatiǀeŵeŶt à l’oǀoĐǇte, le speƌŵatozoïde de souƌis est uŶe Đellule de petite taille, 

comprenant une tête aplatie de  5x1 µm2 seulement, reliée à un flagelle de 80 µm par une pièce 

intermédiaire (Figures 3a et 3b). Le battement de son flagelle rend cette cellule très mobile.  
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La tête ĐoŵpƌeŶd esseŶtielleŵeŶt de l’ADN sous foƌŵe tƌğs ĐoŶdeŶsĠe et l’aĐƌosoŵe, 

vésicule où le matériel enzymatique nécessaire à la pénétration du cumulus et de la zone pellucide 

est stocké. La tête peut être  subdivisée en 3 sous-régions : région acrosomique, la zone équatoriale 

et la région post-acrosomale (Figure 3a). La membrane acrosomique sous-jacente à la membrane 

plasmique est appelée membrane acrosomique externe et celle recouvrant le noyau est appelée 

membrane acrosomique interne. La pièce intermédiaire est riche en mitochondries (le manchon 

mitochondrial), qui permettent de produire l’ĠŶeƌgie ŶĠĐessaiƌe à la ŵoďilitĠ ;Figuƌe ϯďͿ. Le flagelle, 

constitué essentiellement de tubules, permet ainsi la motricité de la cellule (Figure 3b). 

Les spermatozoïdes sont produits dans les tubes séminifères des testicules. Ils vont ensuite 

être stockés dans les épididymes où ils commencent leur maturation. Cette maturation implique des 

modifications biochimiques et fonctionnelles peƌŵettaŶt l’aĐƋuisitioŶ de la ŵotilitĠ et la ĐapaĐitĠ de 

la pĠŶĠtƌatioŶ daŶs les diffĠƌeŶtes eŶǀeloppes de l’oǀoĐǇte (Borg et al. 2010). 

L’ĠjaĐulat ĐoŵpƌeŶd à ϵϬ% le liƋuide sĠŵiŶal ǀeŶaŶt de la ǀĠsiĐule sĠŵiŶale, de la pƌostate 

et des glandes accessoires (Cowper). Les spermatozoïdes constituent seulement 10% de cet éjaculat. 

Néanmoins, ils sont très nombreux, de plusieurs dizaines de milliers à plusieurs millions selon 

l’espğĐe. A l’aƌƌiǀĠe daŶs le ǀagiŶ, un grand nombre sera détruit par le milieu vaginal hostile aux 

spermatozoïdes par son acidité, de nombreux autres encore resteront prisonniers du bouchon 

ŵuƋueuǆ à l’eŶtƌĠe du Đol. Ce bouchon muqueux va servir de filtre et éliminer les spermatozoïdes 

malformés ou anormalement motiles.  

 

Figuƌe ϯa: “ĐhĠŵa de la tġte d’uŶ speƌŵatozoïde de 

souris. AC (région acrosomique) ; EQ (zone 

équatoriale) ; PA (région postacrosomale).(Satouh et 

al. 2012). 

 

 

Les spermatozoïdes fraichement éjaculés sont immatures et ne peuvent pas féconder 

l’oǀoĐǇte. UŶe paƌtie de Đette ŵatuƌatioŶ est effeĐtuĠe daŶs le tƌaĐtus gĠŶital ŵasĐuliŶ, ŵais le 

speƌŵatozoïde Ŷe seƌa ƌĠelleŵeŶt fĠĐoŶdaŶt Ƌue loƌsƋu’il auƌa effeĐtuĠ la fin de sa maturation dans 

les voies génitales femelles à savoir sa capacitation et sa réaction acrosomique (Jan et al. 2012).   
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Figure 3b: 1/ Vue schématique du spermatozoïde normal sans réaction acrosomique.  La tête comprend 

esseŶtielleŵeŶt de l’ADN sous foƌŵe ĐoŶdeŶsĠe. Elle est ĐoiffĠe paƌ l’aĐƌosoŵe. La piğĐe iŶteƌŵĠdiaiƌe ƌeŶfeƌŵe 

le manchon mitochondrial. Le flagelle est constitué essentiellement de tubules permettant la motilité. Lors de la 

capacitation, le flagelle effectue des mouvements amples eŶ Đoups de fouet sigŶaŶt l’hǇpeƌaĐtivitĠ. Le flagelle 

doit être souple et non coudé. Lors de la réaction acrosomique, le spermatozoïde perd son acrosome. Adapté de 

(Borg et al. 2010).  2/ Spermatozoïde normal non acrosome réagit (Microscopie Electronique en Transmission 

13000X). A : Tête : esseŶtielleŵeŶt de l’ADN ĐoŶdeŶsĠ. B : Pièce intermédiaire. C : Acrosome. D : Queue. 

(Familiari et al. 2006). 
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a. La capacitation  

C’est loƌs de la ƌeŵoŶtĠe daŶs les ǀoies gĠŶitales feŵelles Ƌue les speƌŵatozoïdes ǀoŶt 

aĐĐoŵpliƌ leuƌ ĐapaĐitatioŶ. Il s’agit d’uŶ pƌoĐessus Đoŵpleǆe Ƌui se pƌoduit gƌâĐe auǆ sĠĐƌĠtioŶs du 

tractus gĠŶital fĠŵiŶiŶ. L’oǀoĐǇte sĠĐƌğte des suďstaŶĐes ĐhiŵiotaĐtiƋues, ŶotaŵŵeŶt la 

progestérone,  pouƌ attiƌeƌ les speƌŵatozoïdes jusƋu’à l’oǀiduĐte (Lishko et al. 2011; Harper et al. 

2008).  

La pƌogestĠƌoŶe iŶduit ĠgaleŵeŶt la dĠpolaƌisatioŶ de la ŵeŵďƌaŶe speƌŵatiƋue et l’eŶtƌĠe 

du calcium (C Patrat et al. 2000). L’iŶfluǆ de CaϮ+ pƌoduit uŶe augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ 

adĠŶosiŶe ŵoŶophosphate ĐǇĐliƋue ;ĐAMPͿ Ƌui ǀa peƌŵettƌe d’aĐĐƌoîtƌe la ŵotilité du 

spermatozoïde. La capacitation induit également une réorganisation des protéines de la membrane 

cellulaire afin que la réaction acrosomique puisse avoir lieu (Gadella 2008; Brewis & Gadella 2010; 

Miranda et al. 2009; Myles et al. 1987). Ainsi les spermatozoïdes ayant accompli leur capacitation 

deviennent « hyperactifs », aǇaŶt uŶ ŵouǀeŵeŶt de flagelle aŵple et paƌ saĐĐades. C’est uŶ 

mouvement caractéristique en coup de fouet qui constitue un bon indicateur de leur qualité. 

Toutefois seulement 30% des spermatozoïdes normalement motiles vont réussir à adhérer à la zone 

pellucide (Liu 2003; Miranda et al. 2009).  

La ĐapaĐitatioŶ peut ġtƌe iŶduite iŶ ǀitƌo gƌâĐe à l’additioŶ d’ĠleĐtƌolǇtes ;CaϮ+Ϳ et de 

l’alďuŵiŶe daŶs des pƌopoƌtioŶs Ƌui ƌepƌoduiseŶt paƌtielleŵeŶt les ĐoŶditioŶs des fluides fĠŵiŶiŶs (P 

E Visconti & Kopf 1998; B M Gadella 2008). C’est Đette teĐhŶiƋue Ƌue Ŷous aǀoŶs adoptĠ loƌs des 

expériences de fécondation in-vitro qui seront exposées plus loin dans cette thèse.  

b. La réaction acrosomique  

La ƌĠaĐtioŶ aĐƌosoŵiƋue ;RAͿ est uŶ pƌoĐessus d’eǆoĐǇtose paƌ fusioŶ des ŵeŵďƌaŶes 

plasŵiƋue et eǆteƌŶe de l’aĐƌosoŵe. GƌaĐe à soŶ ŵouǀeŵeŶt hyperactif et à plusieurs enzymes dont 

la PH-20 ou le glycosylphosphatidylinositol GPI-anchored hyaluronidase, le spermatozoïde se fraye 

un passage à travers le cumulus oophorus  (Primakoff & Myles 2002; Baba et al. 2002). Arrivé au 

contact de la zone pellucide le spermatozoïde se fixe par la partie antérieure de sa tête à la 

glycoprotéine ZP3, traverse la zone pellucide et se ƌetƌouǀe daŶs l’espaĐe pĠƌiǀitelliŶ (van Gestel et 

al. 2007; Wassarman et al. 2001; Wassarman 2009; Gadella 2008) (Figure 4). Le moment exact où a 

lieu la réaction acrosomique est sujet à débat : certains soutiennent la thèse que le spermatozoïde 

effeĐtue sa ƌĠaĐtioŶ aĐƌosoŵiƋue loƌs de la tƌaǀeƌsĠe du Đuŵulus, d’autƌes affiƌŵeŶt Ƌu’elle a lieu au 

ŵoŵeŶt de l’adhĠsioŶ à la zoŶe pelluĐide  (Yanagimachi 2011; Baba et al. 2002; Jin et al. 2011; 

Miranda et al. 2009; Visconti & Kopf 1998).  
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Figure 4 : Spermatozoïdes humains tentant de 

pénétrer la zone pellucide. Microscopie électronique 

7000X. (Familiari et al. 2006).  

 

 

La réaction acrosomique va aboutir à la libération de la machinerie enzymatique contenue 

dans la vésicule acrosomique. La présence de Ca2+ dans les fluides génitaux est indispensable à son 

accomplissement (Nakanishi et al. 2001). “uite à l’affluǆ iŶtƌa Đellulaiƌe de CaϮ+, l'aĐƌosiŶe et la 

hǇaluƌoŶidase ǀoŶt ġtƌe liďĠƌĠes. La hǇaluƌoŶidase ǀa lǇseƌ la ŵatƌiĐe d’aĐide hǇaluƌoŶiƋue et 

l’aĐƌosiŶe ǀa hǇdƌolǇseƌ uŶe glǇĐopƌotĠiŶe de la zoŶe pelluĐide la )Pϭ. Les deuǆ autƌes glǇĐopƌotĠiŶes 

de la zone pellucide, ZP2 et ZP3 chez la souris, vont devenir moins résistantes et laisser passer les 

spermatozoïdes qui, grâce à l'hyperactivité de leur flagelle, traversent la ZP et viennent se mettre en 

contact avec la membrane plasmique de l'ovocyte (Dean 2004; S. K. Gupta & Bhandari 2011).  

 

 

Figure 5: Schéma des différentes étapes de la réaction acrosomique d’uŶ speƌŵatozoïde ĐapaĐitĠ. ;iͿ : 

membrane acrosomique interne. (e): membrane plasmique: zone où aura lieu la fusion. (A) Spermatozoïde 

acrosome intact. (B)  fusioŶ eŶ de ŵultiples poiŶts de la ŵeŵďƌaŶe eǆteƌŶe de l’aĐƌosoŵe aveĐ la ŵeŵďƌaŶe 

plasmique. (C) vésiculation (D) état final du spermatozoïde acrosome réagi : la paƌtie aŶtĠƌieuƌe de la tġte Ŷ’est 

ƌeĐouveƌte Ƌue paƌ la ŵeŵďƌaŶe iŶteƌŶe de l’aĐƌosoŵe. Au niveau de la zone équatoriale se superposeront les 

deux membranes acrosomiques interne et externe ainsi que la membrane plasmique. Adapté de Yanagimachi 

2011.  (Yanagimachi 2011). 
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Une fois la réaction acrosomique accomplie, le spermatozoïde présente ce qui était la 

membrane acrosomique interne au niveau du segment antérieur. Au niveau de la zone équatoriale se 

superposeront les deux membranes acrosomique interne et externe ainsi que la membrane 

plasmique (Tomes 2007; De Blas et al. 2005; Nakanishi et al. 2001; Catherine Patrat et al. 2000). Les 

différentes étapes sont détaillées dans la figure 5.  Comme la capacitation, la réaction acrosomique 

peut être induite in vitro gƌâĐe à l’additioŶ d’ĠleĐtƌolǇtes ;CaϮ+Ϳ (Nakanishi et al. 1999). 
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Chapitre 2 / L’adhĠsioŶ et la fusioŶ daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue et les aĐteuƌs 

moléculaires 

PeŶdaŶt loŶgteŵps l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue a ĠtĠ assiŵilĠe à la seule Ġtape de fusioŶ des 

gamètes. Dans sa dernière revue de 2012, Janice Evans revient sur la nécessité de faire la distinction 

eŶtƌe les deuǆ Ġtapes d’adhĠsioŶ et de fusioŶ (Evans 2012) Đaƌ l’adhĠsioŶ, précédant la fusion, joue 

uŶ ƌôle à paƌt eŶtiğƌe et esseŶtiel daŶs le pƌoĐessus de fĠĐoŶdatioŶ. Paƌ ailleuƌs, l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe 

ovocyte et spermatozoïde a longtemps été étudiée comme un phénomène impliquant des 

interactions uniquement en Trans (entre les molécules des deux gamètes). Mais des études récentes 

ont montré que certaines molécules considérées comme impliquées ou même indispensables dans 

Đes ŵĠĐaŶisŵes d’adhĠsioŶ et de fusioŶ, iŶteƌǀieŶŶeŶt ĠgaleŵeŶt voire principalement à travers des 

interactions en Cis (avec des partenaires sur la même membrane).  

1. L’adhĠsioŶ et la fusioŶ Đellulaiƌe 

a. L’adhĠsioŶ Đellulaiƌe 

L’adhĠsioŶ d’uŶe Đellule à une autre cellule ou à la matrice extracellulaire est fondamentale 

pour le développement tissulaire normal, les fonctions immunitaires, le développement 

embryonnaire et le processus de fécondation (Thiery 2003). Mais les phĠŶoŵğŶes d’adhĠsioŶ 

peuvent être observés également dans certaines pathologies telles les infections virales et 

bactériennes ou dans les cas des métastases. Les adhésions cellule-cellule peuvent être de type 

structurel et permettre la constitution de tissus ou de type transitoire  et effectuer une fonction 

biologique déterminée. Les cellules qui adhèrent entre elles interagissent dans un système organisé 

Ƌui peƌŵet le ŵaiŶtieŶ de l’hoŵĠostasie (Costa & Parsons 2010; Wozniak et al. 2004). 

Cette adhésion est assurée par un certain nombre de protéines dites « adhésives » qui sont 

les intégrines, les cadhérines, les sélectines et les membres de la superfamille des immunoglobulines. 

Ce sont des protéines membranaires, souvent liées au cytosquelette et qui vont développer des 

interactions ligand-récepteur (Ruoslahti & Obrink 1996; Finaz & Hammami-Hamza 2000; Aricescu & 

Jones 2007; Berditchevski & Odintsova 1999; Rosales & Brien 1995). Une molécule d'adhésion 

permet d'établir la liaison entre deux cellules de même type ou de type différent en se liant à un 

ligand, qui peut être une molécule semblable ou distincte mais dans tous les cas, il y a une 

reconnaissance spécifique entre les molécules qui existent à la surface des cellules en question 

(Martinez-Rico et al. 2005; Evans & Ritchie 1997).  
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Dans le cadre de la fécondation, l’adhĠsioŶ iŶteƌǀieŶt ƋuaŶd le speƌŵatozoïde aǇaŶt tƌaǀeƌsĠ 

la zoŶe pelluĐide aƌƌiǀe au ĐoŶtaĐt de la ŵeŵďƌaŶe ĐǇtoplasŵiƋue de l’oǀoĐǇte et adhğƌe. 

L’ĠǀaluatioŶ de l’adhĠsioŶ duƌaŶt la fĠĐoŶdatioŶ est dĠliĐate. Le ŵaŶƋue d’iŶfoƌŵatioŶ ĐoŶĐeƌŶaŶt le 

processus d’adhĠsioŶ des gaŵğtes et la diffiĐultĠ à ĐaƌaĐtĠƌiseƌ Đette Ġtape de la fĠĐoŶdatioŶ paƌ les 

techniques de biologie tƌaditioŶŶelles aǀait ŵotiǀĠ l’ĠƋuipe à ŵettƌe au poiŶt uŶe appƌoĐhe 

eǆpĠƌiŵeŶtale issue de la phǇsiƋue peƌŵettaŶt d’Ġtudieƌ spĠĐifiƋueŵeŶt l’adhĠsioŶ eŶtƌe uŶ  

spermatozoïde et un ovocyte unique  permettant de sonder directement et quantitativement 

l’adhĠsioŶ eŶtƌe les deuǆ gaŵğtes isolĠes, Đoŵŵe Đ’est le Đas daŶs la Ŷatuƌe. Dans le cadre de la 

thğse d’AŶtoiŶe JĠgou, il a été montré que plusieuƌs tǇpes d’adhĠsioŶ eǆistaieŶt eŶtƌe le 

spermatozoïde et l’oǀoĐǇte, certaines efficaces pour la fusion, les autres non (Jégou 2008; Jégou et 

al. 2011; Jégou et al. 2008). Plusieurs protéines sont impliquées dans ce processus. Ces protéines 

soŶt pƌĠseŶtes au Ŷiǀeau de la zoŶe aŶtĠƌieuƌe suƌ la ŵeŵďƌaŶe iŶteƌŶe de Đe Ƌui fut l’aĐƌosoŵe et 

au Ŷiǀeau de la zoŶe ĠƋuatoƌiale. C’est au Ŷiǀeau de Đette ƌĠgioŶ Ƌue l’adhĠsioŶ ĐoŶduisaŶt à la 

fusion aura lieu (Gadella 2008; Satouh et al. 2012; Fujihara et al. 2010; Vjugina et al. 2009).  

b. La fusion cellulaire   

La fusion membranaire est le processus par lequel deux bicouches lipidiques vont fusionner 

et ĐƌĠeƌ l’uŶioŶ de deuǆ ĐoŵpaƌtiŵeŶts distiŶĐts. C’est uŶ phĠŶoŵğŶe spĠĐifiƋue aǀeĐ uŶ 

compartiment donneur et un compartiment receveur. Dans le cas des cellules la fusion peut être 

hétérotypique (deux cellules différentes : Đ’est le Đas de la fĠĐoŶdatioŶͿ ou hoŵotǇpiƋue ;paƌ 

exemple la fusion des cellules géantes qui proviennent de la fusion des monocytes et des myotubes 

qui proviennent de la fusion des myoblastes) (Chen et al. 2007). La fusion est essentielle pour 

plusieurs mécanismes de la vie de la cellule : le trafic membranaire, les phéŶoŵğŶes d’eǆoĐǇtose,  les 

processus immunitaires (lors de la formation ostéoclastes et des cellules géantes), les 

ŵitoĐhoŶdƌies… La fusioŶ joue également un rôle prépondérant dans l’iŶfeĐtioŶ ǀiƌale ;pouƌ la ƌeǀue 

(Martens & McMahon 2008)).  

 DaŶs la fĠĐoŶdatioŶ le dĠďut de la fusioŶ se tƌaduit paƌ l’aƌƌġt de l’hǇpeƌaĐtivité (arrêt du 

battement du flagelle) du spermatozoïde. Les rares images qui décrivent le déroulement de cette 

étape clé de la fécondation sont données essentiellement par la microscopie électronique (Familiari 

et al. 2006 ; Nagagimachi 1994 ; Chen Sthananthan 1986 ; Sthananthan 1993) (Figure 6A). La fusion 

débute au niveau de la zone équatoriale, puis la région antérieure de la tête (recouverte par la 

ŵeŵďƌaŶe iŶteƌŶe de l’aĐƌosoŵeͿ est iŶteƌŶalisĠe paƌ uŶ ŵĠĐaŶisŵe tƌğs pƌoĐhe de la phagoĐǇtose 

(Bronson 1998) (Figure 6B).  
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Les expériences de fécondation in-vitro permettant de tester les protéines impliquées dans 

l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue Ŷe peƌŵettent le plus souvent pas de discriminer celles jouant un rôle dans 

l’adhĠsioŶ pƌĠĐĠdaŶt la fusioŶ de Đelles iŶteƌǀeŶaŶt diƌeĐteŵeŶt daŶs la fusioŶ. Les mécanismes 

biochimiques  associés à ces deux étapes sont mal connus. On note une déplétion des protéines au 

niveau du cône de fusion (Ziyyat et al. 2006) sans savoir si cette déplétion résulte de la fusion ou lui 

est antérieure et la favorise. De même Barraud-Lange et al. ont décrit des échanges membranaires et 

pƌotĠiƋues eŶtƌe l’oǀoĐǇte et le speƌŵatozoïde et Đe dğs l’aƌƌiǀĠe du spermatozoïde daŶs l’espaĐe 

périvitellin aǀaŶt ŵġŵe Ƌu’il Ǉ ait  fusion entre les membranes. Néanmoins, le rôle joué par ces 

échanges dans la fécondation reste à élucider (Barraud-Lange, Naud-Barriant, Saffar, et al. 2007). 

Comme mentionné plus haut, uŶe fois Ƌu’uŶ speƌŵatozoïde a adhĠƌĠ et fusioŶŶĠ, il deǀieŶt 

pƌiŵoƌdial, pouƌ la ǀiaďilitĠ de l’œuf, de Ŷe laisseƌ auĐuŶ autƌe speƌŵatozoïde eŶtƌeƌ. L’œuf s’aĐtiǀe 

alors et une cascade de réactions est déclenchée pour aboutir à l’eŵpġĐheŵeŶt de la polǇspeƌŵie.  

 

 

Figure 6 : A/ FusioŶ. Le speƌŵatozoïde adhğƌe à l’ovoĐǇte taŶgeŶtielleŵeŶt paƌ soŶ segŵeŶt ĠƋuatoƌial.  Il est 

internalisé par un mécanisme proche de la phagocytose. Les flèches indiquent le début de la fusion. Microscopie 

électronique 27300X. (Familiari et al. 2006). B/ ReprésentatioŶ sĐhĠŵatiƋue de l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe le 

speƌŵatozoïde et l’ovoĐǇte. ;aͿ Le ĐoŶtaĐt a lieu eŶtƌe le speƌŵatozoïde et les villositĠs de l’ovoĐǇte; ;ďͿ la fusioŶ 

débute au niveau de la partie équatoriale de la tête du spermatozoïde; (c,d) la partie antérieure de la tête est 

iŶtĠgƌĠe à l’ovoĐǇte paƌ uŶ ŵĠĐaŶisŵe pƌoĐhe de la phagoĐǇtose. Au final, tout le «contenu» du spermatozoïde 

est intégré au cytoplasme de l'ovocyte. Adapté de Yanagimachi (1994). 
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2. Les acteuƌs pƌotĠiƋues iŵpliƋuĠs daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue  

Un nombre important de molécules ont été identifiées, ces dernières années, comme jouant 

uŶ ƌôle daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue (Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006; Evans 2012; Inoue et al. 

2011). La dĠteƌŵiŶatioŶ des ŵolĠĐules ĐaŶdidates a dĠďutĠ paƌ l’utilisatioŶ des anticorps bloquants 

loƌs d’eǆpĠƌieŶĐes de fĠĐoŶdatioŶ iŶ-vitro. Plus récemment les travaux de protéomique ont permis, 

eŶ plus d’ideŶtifieƌ d’autƌes ŵolĠĐules, de ŵoŶtƌeƌ Ƌue les ŵolĠĐules ĐaŶdidates  aǀaieŶt uŶe aĐtiǀitĠ 

également en Cis et pouvaient former des complexes protéiques  (M. J. Wolkowicz et al. 2008; 

Nishimura et al. 2011; Stein et al. 2006). Plusieurs protéines ont semblé alors avoir un rôle pivot dans 

le processus de fécondation. Néanmoins, la génération de lignées transgéniques délétées de ces 

acteurs supposés clé de la fĠĐoŶdatioŶ  a eŶsuite ƌeŵis eŶ Đause l’iŵpliĐatioŶ de ĐeƌtaiŶes protéines 

et peƌŵis d’appoƌteƌ des ƌĠpoŶses ƋuaŶt à l’iŵpoƌtaŶĐe d’autƌes (Miyado et al. 2000; Le Naour et al. 

2000; Inoue et al. 2005).  

Cette partie sera consacrée à la description des principales protéines et familles de protéines 

iŵpliƋuĠes daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ speƌŵatozoïde oǀoĐǇte eŶ ŵettaŶt eŶ aǀaŶt leuƌ ƌôle daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ 

gamétique.   

a. Les acteurs ovocytaires 

i. Les tétraspanines : CD9 et CD81 

Nous décrirons plus particulièrement les tétraspanines CD9 et CD81 car ce sont les plus 

iŵpliƋuĠes daŶs le pƌoĐessus d’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue.  

 La famille des tétraspanines  

Les tétraspanines constituent une famille de protéines, identifiées en premier sur les 

leucocytes humains (Hotta et al. 1988; Classon BJ et al. 1990; Classon et al. 1989), largement 

présentes dans différents organismes. Elles ont été décrites chez les champignons, les plantes, les 

invertébrés et les mammifères. Elles sont également exprimées par différents tissus et impliquées 

dans de nombreux processus cellulaires importants : migration, adhésion, fusion, signalisation 

cellulaire, réponse immunitaire et processus métastatiques. Pour les revues consulter (Charrin et al. 

2009; Boucheix & Rubinstein 2001; Hemler 2001; Maecker HT et al. 1997). Les mécanismes par 

lesquels elles agissent ne sont pas complètement élucidés.  

UŶe ĐaƌaĐtĠƌistiƋue laƌgeŵeŶt dĠĐƌite est leuƌ ĐapaĐitĠ à iŶteƌagiƌ eŶtƌe elles et aǀeĐ d’autƌes 

protéines membranaires. Elles induisent la formation de complexes multi-protéiques dynamiques 

appelés « tetraspanin web » ou  toile tétraspanine (Boucheix & Rubinstein 2001; Yáñez-Mó et al. 
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2009). Les principaux partenaires rapportés sont les intégrines (Ziyyat et al. 2006; Yang et al. 2006; 

Berditchevski & Odintsova 1999; Miller et al. 2000; Gutierrez-Lopez et al. 2003; Berditchevski 2001; 

Ray & Treloar 2012) mais également des protéines de la superfamille des immunoglobulines (Le 

Naour et al. 2004; Charrin et al. 2003; He et al. 2009; Stipp et al. 2001). La palmitoylation est 

directement impliquée dans la formation de ces complexes (Yang et al. 2004). Outre ces liaisons 

dĠǀeloppĠes eŶ Cis, les tĠtƌaspaŶiŶes peuǀeŶt ĠgaleŵeŶt ĐoŶstitueƌ des ƌĠĐepteuƌs à d’autƌes 

protéines en développant des liaisons en Trans (Waterhouse et al. 2002). 

 Leur structure  

Les tétraspanines sont des glycoprotéines très conservées de 204 à 305 acides aminés ayant 

quatre domaines transmembranaires, deux queues cytoplasmiques courtes  en N-  et en C-terminal 

et deuǆ ďouĐles eǆtƌaĐellulaiƌes : uŶe loŶgue et uŶe Đouƌte ;ǀoiƌ la Figuƌe ϳ pouƌ l’illustƌatioŶ : la 

tétraspanine CD9).  

Plusieurs modifications post-traductionnelles ont été rapportées dont la palmitoylation 

(Charrin et al. 2002; Yang et al. 2004), la glǇĐosǇlatioŶ ;seule la CDϴϭ Ŷ’a pas de site de N-

glycosylation) et la phosphorylation (Stipp et al. 2003; Wang et al. 2011; Boucheix et al. 1991) dont 

l’iŵpoƌtaŶĐe daŶs la fĠĐoŶdatioŶ seƌa ĠǀoƋuĠe plus loiŶ .  

 

Figure 7/ Eǆeŵple de la stƌuĐtuƌe d’uŶe 

tétraspanine : structure de la tétraspanine CD9.  

Glycoprotéine transmembranaire de 228 acides 

aminés ayant quatre domaines transmembranaires, 

deux queues cytoplasmiques courtes  en N-  et en C-

terminal et deux boucles extracellulaires ; une 

longue et une courte. C : cystéine. G : N-

glycosylation.  Sa masse est de 24 kDa. (Kawano et 

al. 2011). 

 

 Rôle de CD9 et de CD81 dans la fécondation  

Il a été montré que les tétraspanines sont impliquées dans différents processus fusionnels en 

tant que molécules pro ou anti-fusogènes.  CD9 favorise la formation de syncitia (cellules multi-

nucléées) de cellules infectées par le virus canin VCD (Canine distemper virus) (Löffler et al. 1997). En 

ƌeǀaŶĐhe la pƌĠseŶĐe d’anticorps anti-CD81 et anti-CD9 augmentent la formation des syncitia de 

cellules infectées par le VIH-ϭ, l’hyper-expression de CD9 chez des cellules infectées par le HIV-1 
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diminue la transmission intercellulaire de ce dernier  (Weng et al. 2009; Krementsov et al. 2009). CD9 

et CD81 fonctionnent en synergie pour limiter la fusion des monocytes (cellules hématopoïétiques 

circulantes qui peuvent se différencier en macrophages dans les tissus) et prévenir la formation de 

cellules géantes multi-nucléées (MGC) (Takeda et al. 2003).  

De même, CD9 est impliqué dans les processus fusionnels lors de la fécondation. La première 

preuve a été expérimentale : l’aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶal JFϵ dirigé contre CD9 inhibe la fusion gamétique 

et ce de manière dose dépendante (Chen et al. 1999).  

Le phénotype majeur observé sur des souris KO pour cette protéine est une forte réduction 

de la fertilité des femelles (chute de plus de 95% du taux de fécondation) causée par un défaut de 

fusioŶ des gaŵğtes. . Loƌs d’eǆpĠƌieŶĐes de fécondation in-vitro, les spermatozoïdes adhèrent à 

l’oǀoĐǇte CDϵ-/- mais ne peuvent fusionner. En revanche, eŶ s’affƌaŶĐhissaŶt de Đette Ġtape de 

fusion en injectaŶt uŶ speƌŵatozoïde diƌeĐteŵeŶt daŶs le ĐǇtoplasŵe de l’oǀoĐǇte CDϵ-/-,  le 

processus de fécondation peut se poursuivre  (Le Naour et al. 2000; Miyado et al. 2000; Kaji et al. 

2000; Ziyyat et al. 2006).   

Les souris KO pour CD81 présentent également un défaut de fertilité, moins sévère 

cependant que celui observé pour CD9. Ces souris ont des taux de fertilités de 40% inférieurs à la 

normale (Rubinstein, Ziyyat, Prenant, et al. 2006).  

Le double KO CD9 et CD81 est quant à lui complètement stérile suggérant une interaction 

entre ces deux protéines (Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006; Ziyyat et al. 2006). Mais cette question 

est eŶĐoƌe sujette à dĠďat et a ĠtĠ deƌŶiğƌeŵeŶt ĐoŶtƌedite paƌ l’ĠƋuipe de MiǇado (Ohnami et al. 

2012).  

“i l’iŵpoƌtaŶĐe de Đes Ϯ pƌotĠiŶes daŶs le pƌoĐessus de fusioŶ est ĐlaiƌeŵeŶt Ġtaďli, les 

mécanismes par lesquels elles interviennent ne sont pas encore compris (Evans 2012). Plusieurs 

scénarios ont notamment été proposés pour la tétraspanine CD9 :  

 Une action en CIS : CD9 interagit aǀeĐ d’autƌes pƌotĠiŶes de la ŵeŵďƌaŶe oǀoĐǇtaiƌe 

dĠǀeloppaŶt des iŶteƌaĐtioŶs eŶ Cis. Ces Đoŵpleǆes ŵolĠĐulaiƌes joueƌaieŶt le ƌôle d’uŶe 

platefoƌŵe d’adhĠsioŶ solide peƌŵettaŶt la fusioŶ. DaŶs le Đadƌe de la thğse d’AŶtoiŶe JĠgou, 

notre équipe a montrĠ Ƌue CDϵ oƌgaŶisait des sites d’adhĠsioŶ peƌŵettaŶt de staďiliseƌ le  

spermatozoïde plaqué à l’oǀoĐǇte, Đe Ƌui Ŷ’est pas le Đas eŶ l’aďseŶĐe de CDϵ (Jégou et al. 2011).  

 Un lien en Trans : CD9 a également été décrite comme un récepteur direct de la PSG17 

(Pregnancy-Specific Glycoprotein 17) : une protéine soluble de la superfamille des 

immunoglobulines sécrétée par le placenta (Waterhouse et al. 2002; Ellerman et al. 2003). Il 
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Ŷ’est doŶĐ pas eǆĐlu Ƌue CDϵ puisse interagir avec un membre de la superfamille des 

immunoglobulines présent à la surface du spermatozoïde.  

 Une régulation de la structure des microvillosités : Les spermatozoïdes se fixent 

préférentiellement au niveau des zones riches en microvillosités. Or les ovocytes CD9 KO 

présentent des anomalies des microvillosités avec des microvillosités moins nombreuses et plus 

courtes que sur les ovocytes sauvages (Runge et al. 2007).  

ii. Les Intégrines 

 La famille des Intégrines  

Les intégrines sont une famille de récepteurs transmembranaires impliqués dans les 

pƌoĐessus d’adhĠsioŶ Đellule-cellule, dans la migration, la division et la réponse au stress mécanique 

(Bowen & Hunt 2000). Elles ont été décrites pour la première fois en 1986 par Tamkun et al.  

(Tamkun et al. 1986).  

 Leur structure  

Les intégrines sont des protéines transmembranaires formant des hétérodimères constitués 

d’uŶe sous uŶitĠ α et d’uŶe sous uŶitĠ β liĠes d’uŶe ŵaŶiğƌe ĐoǀaleŶte. ϭϴ sous uŶitĠs α et ϴ sous 

uŶitĠs β oŶt Ġté décrites à ce jour, les différentes combinaisons connues donnant 24 intégrines 

différentes (Evans 2001; Bowen & Hunt 2000). Ce sont des récepteurs cations (Ca2+) dépendants, 

capables de reconnaître des corécepteurs de la famille des immunoglobulines et des cadhérines. 

Elles ont un domaine extracellulaire en N-terminal, un domaine transmembranaire et une petite 

queue cytosolique en C-terminal (Figure 8 ) (Springer & Wang 2004).  

Les intégrines soŶt liĠes au ĐǇtosƋuelette paƌ le ďiais d’autƌes pƌotĠiŶes telles que la taline, la 

paxiline et la ǀiŶĐuliŶe Ƌui se fiǆeŶt à l’aĐtiŶe F. Cette adhĠsioŶ se fait paƌ le ďiais de la sous uŶitĠ β et 

permet la tƌaŶsduĐtioŶ de sigŶauǆ eǆtƌaĐellulaiƌes ǀeƌs l’iŶtĠƌieuƌ de la Đellule (Brakebusch & Fassler 

2003; Geiger & Bershadsky 2002). L’aĐtiǀatioŶ de l’iŶtĠgƌiŶe se fait paƌ le ďiais d’uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de 

sa conformation qui va entraiŶeƌ le dĠŵasƋuage d’uŶ site d’adhĠsioŶ. La liaisoŶ au ƌĠĐepteuƌ ǀa se 

faire par la sous-uŶitĠ α  (Bowen & Hunt 2000; Schwartz 2001).  
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Figure 8 : Hétérodimère  formé par une sous 

uŶitĠ uŶitĠ α et d’uŶe sous uŶitĠ β liĠes d’uŶe 

manière covalente. A gauĐhe l’iŶtĠgƌiŶe daŶs 

sa conformation inactive, à droite dans sa 

conformation activée (elle se lie alors au 

cytosquelette). La liaison au récepteur va se 

faire par la sous-uŶitĠ α (Schwartz 2001). 

 

 

 Rôle des intégrines dans la fécondation  

Leuƌ ƌôle daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue a ĠtĠ ƌappoƌtĠ pouƌ la pƌeŵiğƌe fois paƌ Alŵeida et al. 

eŶ ϭϵϵϱ, Ƌui a ideŶtifiĠ l’iŶtĠgƌiŶe αϲβϭ loƌs d’eǆpĠƌieŶĐes d’iŶhiďitioŶ de FIV paƌ l’aŶtiĐoƌps GoHϯ, 

anticorps bloquant (Almeida et al. 1995). L’iŶtĠƌġt pouƌ Đette faŵille de pƌotĠiŶes a augŵeŶtĠ loƌs de 

travaux ultérieurs qui ont montré leur interactions avec les protéines de la famille des ADAMs 

notamment ADAM2 portées par la membrane spermatique (Burns 2002; Evans et al. 1995; Evans 

1999; Tarone et al. 1993). Barraud-LaŶge et al. oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l’iŶtĠgƌiŶe αϲβϭ Ġtait ĠgaleŵeŶt 

présente à la surface du spermatozoïde (Barraud-Lange, Naud-Barriant, Saffar, et al. 2007).  

Toutefois, les travaux sur animaux transgéniques portant sur les invalidations de gènes pour 

ces protéines de la membrane ovocytaire ont ensuite montré que les lignées KO pour différentes 

intégrines sont fertiles (Sengoku et al. 2004; Evans et al. 1995; Bayas et al. 2006; He et al. 2003). Au 

ǀu du gƌaŶd Ŷoŵďƌe des ŵeŵďƌes de Đette faŵille il Ŷ’est pas eǆĐlu Ƌu’eŶ l’aďseŶĐe d’uŶe iŶtĠgƌiŶe, 

la fécondation puisse avoir lieu du fait du rôle redondant de plusieurs intégrines.  

iii. Les Ancres membranaires : GPI-anchored proteins  

Les ancres GPI sont des protéines « ancrées » à la membrane plasmique grâce à un 

glycolipide : le glycosyl-phosphatidylinositol. Le rôle actif de la Glycosyl Phosphatidylinositol–

Anchored Protein (GPI-AP“ daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue a ĠtĠ dĠĐouǀeƌt loƌs d’eǆpĠƌieŶĐes de 

fécondation in-vitro menées en présence de phosphatidylinositol phospholipase C (PI-PLC). Cette 



35 
 

molécule clive les GPI-anchored proteins. Les spermatozoïdes ŵis eŶ pƌĠseŶĐe d’oǀoĐǇtes aǇaŶt suďi 

ce traitement adhèrent à la membrane plasmique de l’oǀocyte mais ne fusionnent pas (Coonrod et 

al. 1999).    

La génération de lignées délétées de ces protéines uŶiƋueŵeŶt daŶs l’oǀoĐǇte montre que 

les speƌŵatozoïdes s’aĐĐuŵuleŶt daŶs l’espaĐe pĠƌiǀitelliŶ saŶs fusioŶŶeƌ. Les eǆpĠƌieŶĐes de 

fécondation in-vitro menées avec cette lignée montrent un taux de fécondation diminué de 90% et 

uŶ tauǆ d’adhĠsioŶ diŵiŶuĠ de ϰϬ% (Alfieri et al. 2003). 

b. Les acteurs spermatiques  

i. La protéine Izumo1  

La pƌotĠiŶe Izuŵoϭ, ĐoŶstituaŶt l’oďjeĐtif de Ŷotƌe tƌaǀail, feƌa l’oďjet du Đhapitƌe ϯ Ƌui 

suivra. 

ii. Les ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease) 

 La famille des ADAMs  

La famille ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease), est une famille de protéines 

tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌes ĐaƌaĐtĠƌisĠe iŶitialeŵeŶt gƌâĐe à des Ġtudes d’aŶalogie aǀeĐ des 

métalloprotéases contenues dans le venin de serpent. Les premières ADAMs de mammifères ont été 

dĠĐouǀeƌtes à la suƌfaĐe de speƌŵatozoïdes de ĐoĐhoŶ d’iŶde (Wolfsberg & White 1996; Primakoff et 

al. 1987). Cette famille de protéines a été appelée ainsi car ses membres possèdent tous un domaine 

« métalloprotéase » et un domaine «désintégrine ».   

 Leur structure  

Ce soŶt des glǇĐopƌotĠiŶes tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌes d’eŶǀiƌoŶ ϳϱϬ aĐides aŵiŶĠs Ƌui oŶt la 

capacité de cliver le domaine extracellulaire de nombreuses protéines. La famille des ADAMs est 

constituée par 39 membres qui possèdent 5 domaines : un pro-domaine, un domaine 

métalloprotéase, un domaine désintégrine, une région riche en cystéines et une région de type EGF 

(epidermal growth factor). Les ADAMS sont transmembranaires et ont une queue cytosolique de 

longueur variable (Alfandari et al. 1999; Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006; Inoue et al. 2011).  
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Figuƌe ϵ: Vue sĐhĠŵatiƋue d’uŶe pƌotĠiŶe de la faŵille ADAM. PƌotĠiŶe tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe aǇaŶt ϱ doŵaines 

extracellulaires : un pro-domaine (PRO), un domaine métalloprotéase (MP), un domaine désintégrine (DIS), une 

région riche en cystéines (CR) et une région de type EGF (epidermal growth factor). Elles sont 

transmembranaires (TM) et ont une queue cytosolique (CD) de longueur variable (Murphy 2008). 

 

 

 Rôle des ADAMs daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue  

 La fertiline ou le complexe ADAM1/ADAM2 

La fertiline ou complexe PH-30 est constituée de deux sous-unités :  la feƌtiliŶe α dite ADAM1 

et la feƌtiliŶe β dite ADAM2 (Primakoff, Hyatt, & Tredick-Kline, 1987 , Blobel et al. 1992). Des 

eǆpĠƌieŶĐes d’iŵŵuŶo-pƌĠĐipitatioŶ oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue la feƌtiliŶe β dĠǀeloppait uŶe liaisoŶ eŶ TƌaŶs 

aǀeĐ l’iŶtĠgƌiŶe αϲβϭ oǀoĐǇtaiƌe (Eto et al. 2002). Ces résultats ont alors été étayés par des tests 

d’iŶhiďitioŶ de la fĠĐoŶdatioŶ Ƌui oŶt ŵoŶtƌĠ uŶe ďaisse iŵpoƌtaŶte du tauǆ de fĠĐoŶdatioŶ ŵais 

celle-ci était toutefois encore possible. La gĠŶĠƌatioŶ de souƌis ko pouƌ la feƌtiliŶe β a révélé 

différentes anomalies fonctionnelles, une chute importante du taux de fécondation mais pas de 

stérilité complète (Nishimura et al. 2001). 

 La Cyristetine ADAM3  

Les expériences d’iŶhiďitioŶ de la fĠĐoŶdatioŶ iŶ-ǀitƌo oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’eŶ ďloƋuaŶt le doŵaiŶe 

dĠsiŶtĠgƌiŶe d’ADAMϯ oŶt oďseƌǀait ϴϬ% de ďaisse du tauǆ d’adhĠsioŶ et ϵϬ% de ďaisse du tauǆ de 

fusion (Yuan et al. 1997). De même, les animaux transgéniques délétés pour la Cyristetine ne 

ŵoŶtƌeŶt pas de stĠƌilitĠ totale. Cette pƌotĠiŶe seŵďle ġtƌe iŵpliƋuĠe daŶs le pƌoĐessus d’adhésion 

du spermatozoïde avec la zone pellucide et non avec la membrane plasmique ovocytaire (Nishimura 

et al. 2001).  
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Les protéines de la famille des ADAMs ont pendant longtemps été considérées comme des 

pƌotĠiŶes jouaŶt uŶ ƌôle ĐlĠ daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue. Mais l’appoƌt des tƌaǀauǆ suƌ les ligŶĠes 

tƌaŶsgĠŶiƋues KO a ŵoŶtƌĠ Ƌue ďieŶ Ƌu’elles seŵďleŶt joueƌ uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ 

gaŵĠtiƋue leuƌ aďseŶĐe Ŷ’eŶtƌaiŶe pas de stĠƌilitĠ totale. Leuƌ ƌôle daŶs l’adhĠsioŶ/fusioŶ Ŷ’est pas 

complètement élucidé.  

iii. SPESP1 (Sperm Equatorial Segment Protein) 

SPESP1 est une protéine de la région équatoriale et demeure intacte après la réaction 

acrosomique (Wolkowicz et al. 2003). Les anticorps dirigés contre cette protéine  inhibent la fusion 

entre les spermatozoïdes humains et les ovocytes de hamster (M. J. Wolkowicz et al. 2008). Les 

spermatozoïdes issus de la lignée KO pour cette protéine montrent une baisse importante du taux de 

fécondation par défaut de fusion (Fujihara et al. 2010).  
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Chapitre 3 / La protéine spermatique Izumo1  

 

1. Izumo1 est une protéine clé de la fécondation 

EŶ ϭϵϴϲ l’ĠƋuipe de Masaƌu Okaďe au JapoŶ ŵet eŶ ĠǀideŶĐe uŶ aŶtigğŶe speƌŵatiƋue Ƌui 

réagit spécifiquement avec un anticorps monoclonal anti-souƌis, l’OBFϭϯ. Cet aŶtiĐoƌps a la 

paƌtiĐulaƌitĠ d’iŶhiďeƌ la fusioŶ eŶtƌe uŶ speƌŵatozoïde et uŶ oǀoĐǇte (Okabe et al. 1988; Okabe et 

al. 1987). Les speƌŵatozoïdes ŵis eŶ pƌĠseŶĐe d’oǀoĐǇtes dĠpellucidés (dont la zone pellucide a été 

enlevée) pƌĠiŶĐuďĠs aǀeĐ l’OBFϭϯ soŶt Đapaďles d’adhĠƌeƌ à leuƌ ŵeŵďƌaŶe ŵais la fusioŶ Ŷ’a pas 

lieu. En 2005, l’ĠƋuipe d’Okaďe confirme le ĐaƌaĐtğƌe iŶdispeŶsaďle d’Izuŵoϭ  daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ 

gamétique en générant par recombinaison homologue une lignée de souris Izumo -/-. Les femelles de 

cette lignée sont normalement fertiles, alors que les mâles délétés en Izumo1 sont totalement 

stériles. EŶ dĠpit d’uŶ ĐoŵpoƌteŵeŶt seǆuel staŶdaƌd et de speƌŵatozoïdes de morphologie et 

motilité normales, l’aŶalǇse des oǀoĐǇtes pƌĠleǀĠs Đhez des femelles sauvages 24 heures après 

accouplement avec un mâle Izumo1-/- ŵoŶtƌe Ƌue les speƌŵatozoïdes s’aĐĐuŵuleŶt daŶs l’espaĐe 

périvitellin, adhèrent à la membrane ovocytaire mais ne peuvent fusionner.  La même observation 

est faite eŶ ƌĠalisaŶt iŶ ǀitƌo des iŶsĠŵiŶatioŶs d’oǀoĐǇtes dĠpelluĐidĠs paƌ des speƌŵatozoïdes 

Izumo1-/- (Figure 10). En revanche, en court-circuitant l’Ġtape de fusioŶ gƌâĐe à l’iŶjeĐtioŶ d’uŶ 

spermatozoïde Izumo -/- directeŵeŶt daŶs le ĐǇtoplasŵe d’uŶ oǀoĐǇte sauǀage, la fĠĐoŶdatioŶ se 

poursuit normalement donnant naissance à des portées viables présentant les caractéristiques 

mendéliennes classiques. Les spermatozoïdes Izumo -/- semblent donc capables de traverser toute 

les étapes de la fécondation exceptée celle de la fusion et les portées engendrées sont menées à 

terme donnant naissance à des individus normaux. L’iŶduĐtioŶ d’Izuŵo daŶs les spermatozoïdes 

Izumo -/- restaure totalement la fertilité.  

La dĠlĠtioŶ d’uŶ gğŶe pouvant interférer aǀeĐ l’eǆpƌessioŶ d’autƌes gğŶes ; l’ĠƋuipe d’Okaďe 

s’est intéressée au tauǆ d’eǆpƌessioŶ suƌ les speƌŵatozoïdes Izuŵoϭ-/- d’autƌes pƌotĠiŶes 

spermatiques pouvant être impliquées dans la fécondation. Leurs analyses montrent que le taux 

d’eǆpƌessioŶ d’ADAMϮ, CDϰϳ et spϱϳ Ŷ’est pas affeĐtĠ paƌ la dĠlĠtioŶ d’Izuŵo. 
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Figure 10 : Les spermatozoïdes Izumo-/- Ŷe fĠĐoŶdeŶt pas ŵais adhğƌeŶt à l’ovoĐǇte. ϭ /Ovocyte dépellucidé 

fécondé par des spermatozoïdes Izumo+/- : il y a fusion, les flèches indiquent les noyaux décondensés des 

spermatozoïdes ayant réussi à fusionner. 2/ ovocyte dépellucidé fécondé par des spermatozoïdes Izumo-/-, il Ŷ’Ǉ 

as pas de fécondation, les spermatozoïdes adhèrent mais ne fusionnent pas.  Adapté de (Inoue et al. 2005).  

 

Les ovocytes de hamster dépellucidés pouvant être fécondés par des spermatozoïdes 

humains (Lee et al. 1997), l’iŵpliĐatioŶ d’Izuŵoϭ daŶs la stĠƌilitĠ Đhez l’hoŵŵe a ĠtĠ testĠe eŶ 

inséminant des ovocytes de hamster  par des spermatozoïdes humains préincubés avec des anticorps 

anti-Izumo1 humains bloquants. Les résultats sont identiques à ceux obtenus chez la souris suggérant 

aiŶsi Ƌu’Izuŵoϭ puisse être iŵpliƋuĠ daŶs la stĠƌilitĠ Đhez l’hoŵŵe  (N. Inoue et al. 2005). 

Les diffĠƌeŶts tƌaǀauǆ poƌtaŶt suƌ le ƌôle d’Izuŵoϭ daŶs la fĠĐoŶdatioŶ Đhez l’hoŵŵe teŶdeŶt 

à ŵoŶtƌeƌ Ƌu’Izuŵoϭ pouƌƌait ĐoŶstitueƌ uŶe piste iŶtĠƌessaŶte pouƌ la ĐoŶtƌaĐeptioŶ, ŵais auĐuŶ de 

Đes tƌaǀauǆ Ŷ’a aďouti à uŶe appliĐatioŶ ŵĠdiĐale ĐoŶĐƌğte Đhez l’huŵaiŶ (Wang et al. 2009; 

Hayasaka et al. 2007; Naz 2008; Clark & Naz 2013; Granados-Gonzalez et al. 2008). 

 

Izumo1 est à ce jour la seule protéine de la membrane spermatique induisant une infertilité 

totale (N. Inoue et al. 2005). L’ĠƋuipe d’Okaďe lui doŶŶe le Ŷoŵ d’Izuŵo eŶ l’hoŶŶeuƌ du teŵple 

dédié au mariage (Inoue et al. 2005). 
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2. PƌopƌiĠtĠs stƌuĐtuƌales d’Izuŵoϭ 

a. Izumo1 : un membre de la  superfamille des immunoglobulines (IgSF) 

Izumo1 fait partie de la superfamille des Immunoglobulines. Les membres de cette famille 

possğdeŶt uŶ ou plusieuƌs doŵaiŶes iŵŵuŶogloďuliŶe, tƌğs ĐoŶseƌǀĠs, issus de l’eǆpƌessioŶ de gğŶes 

ĠǀoluaŶt d’uŶ gğŶe aŶĐestƌal ĐoŵŵuŶ (Weinman & Méhul 2004). Cette famille de glycoprotéines 

comprend de très nombreux membres 765 membres connus chez l’hoŵŵe, ϭϰϬ Đhez la ŵouĐhe et 

64 chez les vers (Brümmendorf & Lemmon 2001; Gupta 2005). La superfamille des immunoglobulines 

(IgSF) compte parmi ses membres de nombreuses protéines impliquées dans les processus 

d’adhĠsioŶ, l’uŶ des pƌoĐessus d’adhĠsioŶ le plus iŵpoƌtaŶt est la liaisoŶ aŶtigğŶe-anticorps.  

Les membres de la superfamille des immunoglobulines ont en commun un domaine de 70 à 

110 acides aminés constituĠ de deuǆ feuillets β aŶtipaƌallğles, unis par des interactions hydrophobes 

et une liaison disulfure (Weinman & Méhul 2004). 

Ces protéines développent aussi bien des liaisons en Cis que des liaisons en Trans par le biais de 

leur domaine Immunoglobuline. Elles peuǀeŶt ƌĠaliseƌ des liaisoŶs eŶ TƌaŶs aǀeĐ d’autƌes ŵeŵďƌes 

de la superfamille des immunoglobulines (liaisons homotypiques) ou aǀeĐ d’autƌes ŵolĠĐules  telles 

que les intégrines ou les cadhérines (liaisons hétérotypiques). Elles peuvent aussi interagir en Cis et 

ĐoŶstitueƌ des Đoŵpleǆes pƌotĠiƋues d’adhĠsioŶ. Le domaine immunoglobuline est également 

iŵpliƋuĠ daŶs l’adhĠsioŶ Đellule-cellule (Brümmendorf & Lemmon 2001; Aricescu & Jones 2007; Kulin 

et al. 2002; Springer & Wang 2004).  

b. Ce Ƌue l’oŶ sait de la stƌuĐtuƌe d’Izuŵoϭ  

Izumo est une glycoprotéine transmembranaire de 397 acides aminés, très conservée 

(Grayson & Civetta 2012).  Elle a un domaine extracellulaire de 320 acides aminés qui comprend un 

peptide signal en N-Terminal, un unique domaine immunoglobuline de 145 acides aminés 

comprenant 8 résidus cystéines hautemeŶt ĐoŶseƌǀĠs Ƌui peƌŵettƌaieŶt la foƌŵatioŶ d’uŶ uŶiƋue 

pont disulfure sur lequel un site de N-Glycosylation est position en 204 (Figure 11). La présence de 

Đes ŵotifs ĐǇstĠiŶes laisse supposeƌ la foƌŵatioŶ de ϰ hĠliĐes α daŶs sa stƌuĐtuƌe seĐoŶdaiƌe. Izumo1 

est par ailleurs capable de former des homodimères dans cette région (Ellerman et al. 2009; Inoue et 

al. 2005; Kim et al. 2013).  
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 Figure 11 : A/ DessiŶ sĐhĠŵatiƋue d’Izuŵo tel Ƌue dĠĐƌit paƌ l’ĠƋuipe d’Okaďe. Izuŵoϭ est uŶe pƌotĠiŶe 

tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe aǇaŶt uŶ peptide sigŶal ;peƌŵettaŶt l’adƌessage de la pƌotĠiŶe à la ŵeŵďƌaŶeͿ eŶ N-

Terminal, un domaine immunoglobuline comprenant un pont disulfure et un site de N-Glycosylation. La queue 

cytosolique est courte. Adapté de (Inoue et al. 2005).  

B/ Schéma de la structure primaire d’Izuŵoϭ : glycoprotéine transmembranaire de 397 acides aminés. Le 

domaine extracellulaire comprend un peptide signal en N-Terminal, un site immunoglobuline conservé 

comprenant un unique pont disulfure sur lequel le site de N-Glycosylation est position en 204, un domaine 

transmembranaire court de 40 acides aminés et une queue cytosolique (57 acides aminés) portant les sites de 

phosphorylation. 

c. La famille Izumo 

L’ĠƋuipe AŵĠƌiĐaiŶe de MǇles et Pƌiŵakoff s’est ĠgaleŵeŶt iŶtĠƌessĠe à la pƌotĠiŶe Izuŵoϭ. 

Elle a identifié trois nouvelles protéines ayant une grande homotypie avec le domaine N-terminal 

d’Izuŵoϭ. Elle les a appelé Izumo2, Izumo3 et Izumo4 (Figure 12).   

Izumo1, Izumo2 et Izumo3, présents uniquement dans le testicule et dans le sperme, sont 

transmembranaires et exprimés au niveau de la membrane acrosomique du spermatozoïde. Izumo 4 

est en revanche une protéine soluble probablement exprimée dans la poche acrosomique. La région 

d’hoŵotǇpie des ŵeŵďƌes de Đette faŵille est ĐoŶstituĠe de ϭϱϬ aĐides aŵiŶĠs et a été appelée le 

domaine Izumo « Izumo Domain », elle est située en N-terminal en amont du domaine 

iŵŵuŶogloďuliŶe. Des eǆpĠƌieŶĐes d’iŵŵuno-marquage suggèrent que l’eǆpƌessioŶ de l’uŶ des 

membres ne dépend pas de celle des autres membres.  En effet,  Izumo 3 et Izumo 4 ont été révélés 

sur des spermatozoïdes Izumo1 délétés (Ellerman et al. 2009).  
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Figuƌe ϭϮ: Les ŵeŵďƌes de la faŵille Izuŵo tels Ƌue dĠĐƌits paƌ l’ĠƋuipe de MǇles et Pƌiŵakoff eŶ ϮϬϬϵ. Tƌois 

nouveaux membres de la famille Izumo ont été mis en évidence. Ils ont avec Izumo1 uŶ doŵaiŶe d’hoŵoptǇpie 

en N-terminal situé en amont du domaine Immunoglobuline. Izumo1, Izumo2, Izumo3 sont retrouvés au niveau 

de la membrane acrosomique des spermatozoïdes testiculaires. Izumo4 est soluble et est plus largement 

exprimé. Adapté de (Ellerman et al. 2009).   

d. La formation de ponts covalents : le pont disulfure  

Izumo1 possède un domaine Immunoglobuline unique très conservé (Kim et al. 2013; Grayson 

& Civetta 2012). Les expériences de fécondation in-ǀitƌo eŶ pƌĠseŶĐe d’aŶtiĐoƌps ďloƋuaŶts diƌigĠs 

contre ce domaine montrent une baisse importante du taux de fécondation (Kim et al. 2013; Wang et 

al. 2009).  

 ƌôle possiďle daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gamétique 

Ces ƌĠsultats laisseŶt à peŶseƌ Ƌu’Izuŵoϭ puisse ġtƌe iŵpliƋuĠ daŶs uŶe adhĠsioŶ eŶ TƌaŶs 

entre le spermatozoïde et l’oǀoĐǇte. Mais à Đe jour aucune protéine ovocytaire Ŷ’a ĠtĠ dĠĐƌite 

comme interagissant avec ce domaine immunoglobuline.  

e. La glycosylation  

La glycosylation joue un rôle primordial en contrôlant le repliement des protéines et en les 

protégeant de la protéolyse. Elle consiste en une N-glycosilation (liaison amide à un sucre) ou en une 

O-glycosylation (liaison osidique à un sucre). La glycosylation intervient dans la reconnaissance et 

l’adhĠsioŶ Đellulaiƌe, le tƌaŶspoƌt et l’adƌessage des pƌotĠiŶes à la ŵeŵďƌaŶe ou ǀeƌs les ǀĠsiĐules 

(van Vliet et al. 2003; Helenius 2001). En ce qui concerne IZUMO1, un site unique de N-glycosylation 

a été retrouvé dans sa portion extracellulaire(Inoue et al. 2008).  
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 ƌôle possiďle daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gamétique 

Afin de déterminer le rôle de la N-glǇĐosǇlatioŶ daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ speƌŵatozoïde-ovocyte, 

l’ĠƋuipe japoŶaise d’Okaďe a généré une lignée transgénique (N204Q-IZUMO) exprimant une 

protéine Izumo1 non glycosylée sur un fond infertile de souris Izumo1 -/-, aiŶsi Ƌu’uŶe ligŶĠe 

exprimant Izumo1 glycosylée sur le même fond de souris Izumo1 -/- . Elle observe que tant 

l’eǆpƌessioŶ d’Izuŵoϭ glǇĐosǇlĠe Ƌue ŶoŶ glǇĐosǇlĠe ƌestauƌe la feƌtilitĠ des ŵâles, ŵoŶtƌaŶt Ƌue la 

glǇĐosǇlatioŶ Ŷ’est pas iŶdispeŶsaďle au pƌoĐessus de fusioŶ des gaŵètes. Néanmoins, les taux de 

fĠĐoŶdatioŶ issus de FIV faites aǀeĐ des speƌŵatozoïdes eǆpƌiŵaŶt la foƌŵe ŶoŶ glǇĐosǇlĠe d’Izuŵo1 

sont deux fois moins élevés que ceux obtenus avec les spermatozoïdes Izumo1 KO exprimant la 

forme glycosylée de la protéine. Par ailleuƌs, l’ĠƋuipe ŵoŶtƌe que la quantité de N204Q-Izumo1 

produite dans les testicules est comparable à la quantité d’Izumo1 produite par la lignée sauvage, 

ŵais Ƌu’au fuƌ et à ŵesuƌe de la ŵatuƌatioŶ du speƌŵatozoïde daŶs l’ĠpididǇŵe, la ƋuaŶtitĠ de 

N204Q-Izumo1 diminue foƌteŵeŶt paƌ ƌappoƌt à Đelle d’Izumo1 glycosylée. Ils en concluent que la N-

glycosylation joue plutôt un rôle en assurant la stabilité de la protéine lors de la maturation des 

speƌŵatozoïdes daŶs l’ĠpididǇŵe eŶ la pƌotĠgeaŶt pƌoďaďleŵeŶt de la protéolyse par les protéases 

acrosomique (Inoue et al. 2008).  

f. La phosphorylation  

La phosphorylation intervient notamment dans la transduction des signaux à travers la 

membrane. Elle est catalysée par différentes protéines kinases spécifiques et est régulée par un 

système de signalisation hormonal et calcique.  

L’ĠƋuipe de Miles et  Pƌiŵakoff est la pƌeŵiğƌe à aǀoiƌ ŵoŶtƌĠ Ƌue la phosphorylation a lieu 

sur Izumo1et à suggĠƌeƌ soŶ iŵpliĐatioŶ daŶs la ƌeloĐalisatioŶ d’Izuŵo1 et à la membrane plasmique 

lors de la réaction acrosomique. Partant de membranes de spermatozoïdes de souris acrosome 

réagis et acrosome non réagis, ils ont détecté par spectrométrie de masse une protéine de 397 

acides aminés (Stein et al. 2006). En générant des anticorps polyclonaux de lapin contre cette 

protéine, ils mettent en évidence un doublé de 56/60 kD. La migration en présence de phosphatase 

alcaline ne permet plus de retrouver la bande à 60 kD, alors que la bande à 56 kD devient plus 

importante. Ils en concluent que cette dernière correspond probablement à la forme non-

phosphorylée de la protéine (Figure 13) (Stein et al. 2006; Ellerman et al. 2009). Les recoupements 

aǀeĐ les tƌaǀauǆ d’IŶoue et al. (Inoue et al. 2005) montrent alors que la forme de 56 kD est la forme 

non phosphorylée et Ƌu’elle Ŷ’est eǆpƌiŵĠe Ƌu’au Ŷiǀeau de la tġte des speƌŵatozoïdes acrosome 

réagi, la forme phosphorylée étant absente après la réaction acrosomique. Afin de mettre en 



44 
 

évidence les sites probables de phosphorylation, ils génèrent des anticorps dirigés contre la partie 

ĐǇtosoliƋue d’Izuŵoϭ : la séquence CDFNSDYSGDKSEATEN (cf. Annexe1) et confirment ainsi 

Ƌu’Izuŵoϭ est phosphoƌǇlĠe au Ŷiǀeau de sa Ƌueue ĐǇtosoliƋue (Ellerman et al. 2009).  

 

Figure 13: Gel SDS, Izumo1 est révélée par des 

anticorps polyclonaux de lapin. A gauche le 

doublé 56/60 Kd. A droite migration  en présence 

de phosphatase alcaline seule la bande à 56 kD 

est retrouvée. Adapté de (Ellerman et al. 2009). 

 

Récemment, Baker et al. ont montré que ces phosphorylations se font lors de la maturation 

des speƌŵatozoïdes daŶs l’ĠpididǇŵe et Ƌu’elle oŶt toutes lieu suƌ uŶe tƌğs Đouƌte poƌtioŶ de la 

queue cytosolique, les sites de phosphorylation identifiés sont représentés sur la Figure 14 (Baker et 

al. 2012).  

 

Figure 14: Schéma Indiquant les sites de 

phosphoƌǇlatioŶ d’Izuŵoϭ loƌs des 

différents stades de maturation du 

speƌŵatozoïde daŶs l’ĠpididǇŵe. A/ 

Tġte de l’ĠpididǇŵe. B/ Queue de 

l’ĠpididǇŵe. AdaptĠ de (Baker et al. 

2012) 

 

 

 ƌôle possiďle daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gamétique 

Cette ŵodifiĐatioŶ post tƌaduĐtioŶŶelle seŵďle joueƌ uŶ ƌôle daŶs la ƌeloĐalisatioŶ d’Izuŵoϭ 

ŵais il Ŷ’Ǉ a pas de tƌaǀauǆ ŵoŶtƌaŶt ĐlaiƌeŵeŶt soŶ iŵpliĐatioŶ directe daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue.  
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g. La formation de complexes Izumo  

L’aŶalǇse de lǇsats de speƌŵatozoïdes et la ŵigƌatioŶ sous ĐoŶditioŶs dĠŶatuƌaŶtes oŶt 

permis de retrouver la présence de la protéine sous sa forme monomérique mais également sous 

forme di- tri- et tetra-mériques. En effet, Izumo1 chez la souris peut former des dimères, des 

tƌiŵğƌes et des tĠtƌaŵğƌes. Les diŵğƌes oŶt ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ƌetƌouǀĠs Đhez le ƌat et Đhez le poƌĐ. Il Ŷ’Ǉ 

a pas de tƌaǀauǆ ƌappoƌtaŶt Đette aŶalǇse Đhez l’hoŵŵe. 

L’eǆpƌessioŶ d’Izuŵoϭ ƌeĐoŵďiŶaŶt tƌoŶƋuĠ eŶ différentes régions (extracellulaire, 

tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe ou ĐǇtosoliƋueͿ a ŵoŶtƌĠ Ƌu’Izuŵoϭ foƌŵe des hoŵodiŵğƌes daŶs sa ƌĠgioŶ 

extracellulaire (Figure 15). Cette dimérisation a lieu en N-terminale, le domaine Immunoglobuline 

Ŷ’ĠtaŶt pas iŵpliƋuĠ.  

Les tri et Ƌuadƌiŵğƌes d’Izuŵoϭ ƋuaŶt à euǆ ǀoŶt ġtƌe foƌŵĠs gƌâĐe à leuƌ doŵaiŶe 

transmembranaire et/ou cytosolique. Ils ont été observés sur Izumo1 de souris mais également sur 

l’Izuŵoϭ du poƌĐ (Ellerman et al. 2009; Kim et al. 2013).  

 ƌôle possiďle daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gamétique 

Le ƌôle jouĠ paƌ de Đes Đoŵpleǆes pƌotĠiƋues Ŷ’a pas ĠtĠ ĠtudiĠ. Nous pouǀoŶs toutefois 

eŶǀisageƌ uŶ effet ĐoopĠƌatif Ƌui peƌŵettƌait d’augŵeŶteƌ le lieŶ eŶtƌe le speƌŵatozoïde et l’oǀoĐyte 

loƌs du pƌoĐessus d’adhĠsioŶ/fusioŶ.   

 

 

Figure 15:  “ĐhĠŵa ƌepƌĠseŶtaŶt la foƌŵatioŶ d’hoŵo-diŵğƌes et d’hoŵo ŵulitiŵğƌes seloŶ (Ellerman et al. 

2009). 
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h. Interaction avec les autres protéines 

AuĐuŶ des tƌaǀauǆ ƌĠĐeŶts ďasĠs suƌ l’appƌoĐhe pƌotĠoŵiƋue utilisaŶt la speĐtƌoŵĠtƌie de 

ŵasse Ŷ’a ƌappoƌtĠ la pƌĠseŶĐe de pƌotĠiŶes iŶteƌagissaŶt eŶ tƌaŶs aǀeĐ Izuŵoϭ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, sa 

capacité à interagir en Cis aǀeĐ d’autƌes ŵolĠĐules Ƌu’elle-même a été mise en évidence (Ellerman et 

al, 2009). Izumo1 pourrait organiser des complexes protéiques à la membrane des spermatozoïdes 

(DRMS : detregent resistant microdomains). Une interaction en Cis a été rapportée. Elle implique la 

protéine spermatique Angiotensin-ĐoŶǀeƌtiŶg eŶzǇŵe ϯ ;AĐeϯͿ. Toutefois la gĠŶĠƌatioŶ d’uŶe ligŶĠe 

transgénique portant une délétion de cette protéine ne rapporte pas de stérilité et montre tout au 

plus uŶe ƌeloĐalisatioŶ d’Izuŵo lĠgğƌeŵeŶt diffĠƌeŶte de Đelle de la lignée sauvage (Inoue et al. 

2010). 

 ƌôle possiďle daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gamétique 

L’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ d’autƌes pƌotĠiŶes de la suƌfaĐe speƌŵatiƋue suggğƌe Ƌu’Izuŵoϭ 

dĠǀeloppe des iŶteƌaĐtioŶs eŶ Cis aǀeĐ d’autƌes pƌotĠiŶes Ƌui peuǀeŶt ġtƌe elles-mêmes des 

pƌotĠiŶes d’adhĠsioŶ ou de fusioŶ.  Ce Ƌui Ŷ’eǆĐlut pas la possiďilitĠ d’uŶe aĐtioŶ en Trans également.  

3. Izumo1 est une protéine spécifique de la tête du spermatozoïde ayant des 

propriétés de relocalisation et de diffusion 

a. Izumo1 est une protéine de la tête spermatique 

En utilisant une lignée de souris transgénique exprimant une étiquette EGFP suƌ l’aĐƌosiŶe, 

l’ĠƋuipe d’Okaďe ĐoŶstate Ƌu’Izuŵoϭ Ŷ’est pƌĠseŶt suƌ la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue du speƌŵatozoïde 

Ƌu’uŶe fois Ƌu’il a fait sa ƌĠaĐtioŶ aĐƌosoŵiƋue. Cette pƌotĠiŶe est eǆclusivement localisée sur la tête 

du spermatozoïde (Inoue et al. 2005). L’ĠƋuipe de MǇles et Pƌiŵakoff le ĐoŶfiƌŵe eŶ aŶalǇsaŶt 

séparément les têtes et les flagelles des spermatozoïdes (Ellerman et al. 2009).  

b. Izumo1 est une protéine qui se relocalise au moment de la réaction acrosomique   

En générant une lignée de souris transgénique exprimant Izumo1 portant une étiquette 

ŵCheƌƌǇ, l’ĠƋuipe d’Okaďe appoƌte uŶ Ŷouǀel ĠĐlaiƌage ƋuaŶt à la distƌiďutioŶ d’Izuŵo daŶs le 

spermatozoïde (Satouh et al. 2012). En effet, elle montre que cette protéine est en fait localisée sur 

les membranes acrosoŵales iŶteƌŶe et eǆteƌŶe ;Figuƌe ϭϲ AͿ ;doŶĐ pƌotĠgĠe de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt 

eǆtĠƌieuƌͿ jusƋu’à l’aĐĐoŵplisseŵeŶt de la ƌĠaĐtioŶ aĐƌosoŵiƋue. Au cours de cette réaction Izumo1 

suďit uŶe ƌeloĐalisatioŶ suƌ la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue où elle deǀieŶt doŶĐ eǆposĠe à l’environnement.  
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Izuŵoϭ se ƌĠpaŶd aloƌs suƌ l’eŶseŵďle de la tġte et ŵoŶtƌe uŶe teŶdaŶĐe à se ƌasseŵďleƌ au Ŷiǀeau 

de la zone équatoriale (Satouh et al. 2012) (Figure 16 B). 

La ƌeloĐalisatioŶ d’Izuŵoϭ est assoĐiĠe à uŶe sĠƌiŶe kiŶase spĠĐifiƋue du testiĐule (TssK6). La 

gĠŶĠƌatioŶ d’uŶe ligŶĠe de souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue dĠlĠtĠe de Đette kiŶase ŵoŶtƌe Ƌu’elle est ŶĠĐessaiƌe 

à la ƌeloĐalisatioŶ d’Izuŵoϭ au ŵoŵeŶt de la ƌĠaĐtioŶ aĐƌosoŵiƋue. Les speƌŵatozoïdes issus de 

cette lignée ne peuvent féconder et ce probablement en rapport avec ce défaut de relocalisation 

(Sosnik et al., 2009).   

 

 

Figure 16: A/“ĐhĠŵa d’uŶ “peƌŵatozoïde Izuŵoϭ-mCherry. A gauche la tête du spermatozoïde avec les trois 

régions : AC (région acrosomique) ; EQ (zone équatoriale) ; PA (région postacrosomale). IAM (membrane 

acrosomique interne); OAM (membrane acrosomique externe); PM (membrane plasmique). Izumo1 mCherry 

est localisé uniquement au niveau des membranes acrosomales interne et externe. B/Schéma des étapes de 

ƌeloĐalisatioŶ d’Izuŵoϭ au cours de et après la réaction acrosomique. Au moment de la réaction acrosomique, 

les membranes acrosomique externe et plasmique vont fusionner, Izumo1 se relocalise au niveau de la 

membrane plasmique. Cette relocalisation concerne toute la tête du spermatozoïde, mais Izumo1 se relocalise 

préférentiellement au niveau de la région équatoriale.(Satouh et al. 2012). 



48 
 

c. Izumo1 est une protéine qui se ƌeloĐalise veƌs l’ovoĐǇte ?   

Comme précisé précédemment, les images de microscopie électronique ont montré que  les 

spermatozoïdes débutent le processus de fusion avec la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue de l’oǀoĐǇte au Ŷiǀeau 

de la zoŶe ĠƋuatoƌiale. L’ĠƋuipe d’Okaďe a suiǀi la dǇŶaŵiƋue de ƌeloĐalisatioŶ d’Izuŵoϭ gƌâĐe aux 

spermatozoïdes de la lignée Izumo1-ŵCheƌƌǇ loƌs d’eǆpĠƌieŶĐes de fĠĐoŶdatioŶ iŶ-vitro avec des 

ovocytes dépellucidés a observé la relocalisation d’Izuŵoϭ au Ŷiǀeau de la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte 

puis uŶe diffusioŶ d’Izuŵoϭ à paƌtiƌ de la zoŶe de ĐoŶtaĐt daŶs la membrane ovocytaire (Figure 17). 

EŶ oďseƌǀaŶt le filŵ pƌĠseŶtĠ paƌ l’ĠƋuipe, Ŷous Ŷe pouǀoŶs tiƌeƌ les ŵġŵes ĐoŶĐlusioŶs, il seŵďle au 

ĐoŶtƌaiƌe Ƌu’Izuŵoϭ ƌeste fiǆĠes eŶ patĐhs au Ŷiǀeau de la zoŶe où l’adhĠsioŶ a eu lieu. Le film 

décrivant ce processus est disponible dans la référence suivante (Satouh et al. 2012).  

 

Figure 17: Spermatozoïde Izumo1-mCherry fécondant un ovocyte dépellucidé. Imagerie Confocale. Temps 0 

sec : iŶitiatioŶ de la fusioŶ. Au teŵps ϯϬϭ seĐ l’* iŶdiƋue la diffusioŶ d’izuŵoϭ au ŵoŵeŶt de la fusioŶ (Satouh 

et al. 2012). 

d. Izumo1 une protéine de fusion ?  

Des fécondations in-vitro ont également été menées par la même équipe avec des  ovocytes 

portant une étiquette EGFP sur le CD9 (Miyado et al. 2008). En visualisant à la fois la membrane 

cytoplasmique de l’oǀoĐǇte grâce à CD9-EGFP et celle du spermatozoïde grâce à Izumo1-mCherry, la 

pƌĠseŶĐe de ǀĠsiĐules d’iŶteƌŶalisatioŶ foƌŵĠes pas la ŵeŵďƌaŶe oǀoĐǇtaiƌe eŶgloďaŶt la ŵeŵďƌaŶe 

spermatique est révélée. Izumo1 disparaît de ces vésicules 20 min après le début de la fusion (Figure 

18) (Satouh et al. 2012). La pƌĠseŶĐe d’Izuŵoϭ au Ŷiǀeau de la zoŶe de fusioŶ et au Ŷiǀeau des 

ǀĠsiĐules d’iŶteƌŶalisatioŶ a permis à Okabe et al. de conclure quant à son implication dans le 

processus de fusion.  
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Figure 18: Spermatozoïde Izumo1-mCherry fécondant 

un ovocytecd9-GFP dépellucidé. Imagerie Confocale. 

Les flèches indiquent Izumo1 au niveau de la vésicule 

d’iŶteƌŶalisation. A 29 min Izumo1 a disparu (Satouh 

et al. 2012). 

 

4. Conclusion  

Izuŵoϭ est uŶe pƌotĠiŶe ĐlĠ de l’iŶteƌaĐtioŶ gamétique. Son rôle en tant que protéine 

d’adhĠsioŶ ou pƌotĠiŶe de fusioŶ ou ƌĠgulateuƌ d’autƌes pƌotĠiŶes de fusion est encore à déterminer. 

Elle ne dispose a priori pas de motif de fusion  mais possède une structure de type immunoglobuline 

qui suggère la possiďilitĠ d’uŶe liaisoŶ eŶ TƌaŶs aǀeĐ uŶ paƌteŶaiƌe oǀoĐǇtaiƌe. UŶe telle ĠǀeŶtualitĠ a 

souǀeŶt ĠtĠ ĠǀoƋuĠe ŵais à Đe jouƌ auĐuŶe pƌotĠiŶe de la ŵeŵďƌaŶe oǀoĐǇtaiƌe Ŷ’a ĠtĠ dĠĐƌite 

comme telle. Il est par ailleurs reconnu Ƌu’Izuŵoϭ développe des liaisons eŶ Cis aǀeĐ d’autƌes 

protéines et est impliquée dans des complexes protéiques. On sait également Ƌu’Izumo1 se 

relocalise au moment de la réaction acrosomique pour recouvrir toute la tête du spermatozoïde avec 

une plus forte concentration au niveau de la zoŶe ĠƋuatoƌiale. Oƌ le speƌŵatozoïde aďoƌde l’oǀoĐǇte 

paƌ Đette ƌĠgioŶ de la tġte au ŵoŵeŶt de l’adhĠsioŶ. Cette ĐoŶĐeŶtƌatioŶ au Ŷiǀeau de la zoŶe 

équatoriale semble critique pour le bon fonctionnement du processus de fusion.   
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5. Schéma récapitulatif des principaux acteurs protéiques (Figure 19)  

 

Figure 19: Schéma récapitulatif représentant les principaux acteurs impliqués dans les processus 

d’adhĠsioŶ/fusioŶ gaŵĠtiƋue. AdaptĠ de (Gadella & Evans 2011). 

I. Sur le spermatozoïde  

1. Izumo1 : Seule protéine de la membrane spermatique doŶt l’aďseŶĐe eŶtƌaiŶe uŶe stĠƌilitĠ 

totale. A un domaine Immunoglobuline qui joue un rôle important dans le processus de 

fĠĐoŶdatioŶ. Elle dĠveloppe des iŶteƌaĐtioŶs eŶ Cis aveĐ d’autƌes pƌotĠiŶes telles Ƌue l’ACEϯ. 

Elle développe également des complexes dimériques et multimériques qui pourraient jouer un 

ƌôle eŶ ƌeŶfoƌçaŶt l’adhĠsioŶ. “oŶ ƌôle eŶ taŶt Ƌue fusogğŶe, d’oƌgaŶisateuƌ de fusogğŶe ou 

de pƌotĠiŶe d’adhĠsioŶ est eŶĐoƌe à ĠĐlaiƌĐiƌ.  

2. Les protéines de la famille ADAM : ADAM1 et ADAM2 développent des liaisons en trans avec 

l’iŶtĠgƌiŶe αϲβϭ ovoĐǇtaiƌe. La gĠŶĠƌatioŶ de ligŶĠes tƌaŶsgĠŶiƋues ŵoŶtƌe uŶ dĠfaut de 

stérilité mais pas de stérilité totale. 
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SPESP1 (Sperm Equatorial Segment Protein) : Exprimée au niveau de la zone équatoriale du 

spermatozoïde et colocalise avec Izumo1. Les spermatozoïdes issus de la lignée KO pour cette 

protéine montrent un défaut de fusion.  

 

 

II. “uƌ l’ovoĐǇte 

1. La tĠtƌaspaŶiŶe CDϵ  est uŶe pƌotĠiŶe ĐƌuĐiale de l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue. “oŶ aďseŶĐe 

entraine une baisse importante de la fertilité. Les spermatozoïdes sauvages adhèrent à 

l’ovoĐǇte CDϵ KO ŵais Ŷe peuveŶt fusioŶŶeƌ. Tƌois sĐĠŶaƌios oŶt ĠtĠ pƌoposĠs : 1/Une action 

en CIS  eŶ iŶteƌagissaŶt aveĐ d’autƌes pƌotĠiŶes de la ŵeŵďƌaŶe ovoĐǇtaiƌe. Elle serait à 

l’oƌigiŶe de platefoƌŵes d’adhĠsioŶ peƌŵetteŶt  d’iŶduiƌe la fusion ; Les principaux 

partenaires rapportés sont les intégrines et les protéines de la superfamille des 

immunoglobulines. 2/Une action en Trans : CDϵ pouƌƌait ĐoŶstitueƌ uŶ ƌĠĐepteuƌ d’uŶe 

protéine spermatique, Izumo1 est une des protéines candidates. 3/ Une régulation de la 

structure des microvillosités. 

2. Les intégrines : protéines récepteurs des ADAMs et partenaires des tétraspanines. Sont 

ĠgaleŵeŶt pƌĠseŶtes à la suƌfaĐe des speƌŵatozoïdes. L’iŶvalidatioŶ des gènes pour ces 

pƌotĠiŶes Ŷe ŵoŶtƌeŶt pas d’iŶfeƌtilitĠ.  

3. Les GPI-Anchored Protein (GPI-APS), ou ancres membranaires. Elles sont impliquées dans les 

processus de fusion. Les spermatozoïdes fécondants des ovocytes délétés pour le gène 

s’aĐĐuŵuleŶt daŶs l’espace périvitellin sans fusionner.  
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Questions posées et objectifs 

Izuŵoϭ est uŶe pƌotĠiŶe ĐlĠ de l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue ; son rôle en tant que protéine 

d’adhĠsioŶ iŶteƌagissaŶt eŶ TƌaŶs Ŷ’a pas ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ. “eules des iŶteƌaĐtioŶs eŶ Cis oŶt ĠtĠ 

décrites, et à Đe jouƌ auĐuŶ paƌteŶaiƌe oǀoĐǇtaiƌe Ŷ’a ĠtĠ identifié. L’oďjeĐtif de ŵoŶ tƌaǀail de thğse 

a été d’eǆploƌeƌ le ŵode d’aĐtioŶ d’Izuŵoϭ daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gamétique, notamment en tant que 

pƌotĠiŶe d’adhĠsioŶ. 

Pour cela, nous avons combiné les approches de biologie moléculaire, de biochimie et adapté 

deux techniques issues de la biophysique: le Biomembrane Force Probe et la technique de mesure de 

force par micromanipulation de cellules pour répondre à deux questions 

1. Quelle est la fonction de la protéine daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue à l’ĠĐhelle Đellulaiƌe ? 

2. Quelle est la fonction jouée par le domaine extracellulaire (ECD-IzͿ et Đe à l’ĠĐhelle de la 

molécule unique ?  

Ce travail a été mené en étroite collaboration avec deux équipes de biologistes, de 

biochiŵistes et de ŵĠdeĐiŶs du Laďoƌatoiƌe de Biologie de la RepƌoduĐtioŶ HuŵaiŶe de l’hôpital 

Cochin à Paris, dirigée par le professeur Jean-Philippe Wolf, et de l’uŶitĠ RĠpoŶses Cellulaiƌes au 

Microenvironnement et Cancer Université Paris-Sud, dirigée par le professeur Claude Boucheix. 
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2ème Partie/ matériels et méthodes  
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Chapitre 1/ La préparation des gamètes  

Les gaŵğtes soŶt des Đellules doŶt la feŶġtƌe d’utilisatioŶ est Đouƌte ;eŶǀiƌoŶ ϭϮ heures) ; 

elles ne peuvent, de ce fait,  être ĐultiǀĠes. Nous aǀoŶs eu ƌeĐouƌs à la souƌis Đoŵŵe ŵodğle d’Ġtude 

de fĠĐoŶdatioŶ Đhez les ŵaŵŵifğƌes Đaƌ il s’agit d’uŶ petit aŶiŵal doŶt l’Ġleǀage est faĐile et la 

manipulation simple. Ses cycles de reproduction sont relativement courts Đe Ƌui peƌŵet d’adapter 

facilement les rythmes des accouplements aux besoins des expériences.  

Toutes les lignées que nous avons utilisées, sauvages et transgéniques, sont issues du même 

fond génétique, ce qui a permis à la fois la reproductibilité et la comparabilité des données. Par 

ailleurs, la souris supporte très bien la consanguinité, ce qui nous a permis de mener des 

aĐĐoupleŵeŶts au seiŶ de Ŷotƌe gƌoupe d’aŶiŵauǆ tƌaŶsgĠŶiƋues.  

1. Les lignées de souris  

Toutes les souƌis sauǀages et tƌaŶsgĠŶiƋues soŶt ŵaiŶteŶues à l’aŶiŵaleƌie ĐeŶtƌale de l’EN“-

Biologie. Cette animalerie est de type EOPS pour Exempt d'Organisme Pathogène spécifique. Ceci 

signifie que tous les aŶiŵauǆ soŶt iŶdeŵŶes d’ageŶts pathogğŶes spĠĐifiƋues (selon la liste de 

référence utilisée en France, à savoir la liste proposée par la Federation of European Laboratory 

“ĐieŶĐe AssoĐiatioŶs ;FELA“AͿ, ŵais peuǀeŶt ġtƌe poƌteuƌs d’ageŶts oppoƌtuŶistes.  

a. La lignée « sauvage » 

Les souris sauvages C57BL6/J sont achetées au fur et à mesure des besoins au laboratoire 

Charles Rivers Laboratories (France). Le choix de la lignée C57BL6/J pour les souris sauvage a été 

dicté par le fond génétique des souris transgéniques utilisées tout au long de cette thèse, toutes de 

type C57BL6. Ce fond génétique commun permet une comparaison directe et fiable de l’eŶseŵďle de 

nos résultats.  A leuƌ aƌƌiǀĠe à l’AŶiŵaleƌie CeŶtƌale de L’EN“ Biologie, les souris sont âgées de 3 ou 5 

seŵaiŶes. UŶ dĠlai d’uŶe seŵaiŶe est ƌespeĐtĠ avant utilisation afin que les souris puissent 

s’aĐĐliŵateƌ à leur nouvel environnement et que le stress du transport et du changement 

d’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt Ŷ’eŶtƌaǀe pas la pƌoduĐtioŶ des gaŵğtes. 

b. Les lignées transgéniques : le génotypage, la décontamination, le transfert et la 

réactivation de lignées 

Trois lignées transgéniques ont été nécessaires à la réalisation de ce travail. Ces lignées 

tƌaŶsgĠŶiƋues soŶt ŵaiŶteŶues eŶ Ġleǀage à l’aŶiŵaleƌie ĐeŶtƌale de l’EN“-Biologie (élevage sans 

enrichissement). Ce sont toutes des lignées consanguines établies sur un fond C57BL6/J. Pour les 
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ďesoiŶs de ŵa thğse, j’ai eu la pƌise eŶ Đhaƌge de la gestioŶ des Ġleǀages de Đes ligŶĠes: les 

accouplements, les génotypages ainsi que les sacrifices des animaux.  

i. La lignée CD9 KO 

La lignée CD9 KO a été obtenue par inactivation génique par recombinaison homologue de la 

séquence codant pour le CD9. La lignée est issue de souris mus musculus de type C57BL/J. La lignée a 

été dĠposĠe sous la dĠŶoŵiŶatioŶ ͞CDϵ KO͟ paƌ Claude BouĐheiǆ de l’UŶitĠ ŵiǆte IN“ERM UϲϬϮ ͞ 

Réponses Cellulaires au Microenvironnement et Cancer͟ de l’hôpital Paul Bƌousse à Villejuif. Les 

femelles de la lignée CD9 KO ont un taux de fertilité extrêmement bas (Miyado 2000; Le Naour et al. 

2000; Kaji et al. 2000). Les femelles homozygotes pour la mutation (les femelles CD9 -/-) sont 

presque infertiles contrairement aux mâles portant le même génotype qui ont une fertilité normale. 

Les femelles hétérozygotes pour la mutation (les femelles CD9 +/-) sont également fertiles. Aussi, 

dans le respect des bonnes pratiques et pour une gestion raisonnée des élevages, nous avons 

procédé à des accouplements entre les femelles CD9 +/-  et les mâles  CD9 -/-. Ceci nous a permis 

d’oďteŶiƌ des poƌtĠes statistiƋueŵeŶt ĐoŵposĠes de ϱϬ% de souƌis CDϵ +/-  et de 50% de souris CD9 

-/-. Bien entendu, chaque souris naissante était donc à génotyper. Le protocole est détaillé dans 

l’aŶŶeǆe ϰ.  Les femelles CD9-/- ont servis aux expériences. Selon les besoins, les autres souris ont  

servi aux expériences contrôles, aux accouplements suivants, ou encore ont été sacrifiées.  

ii. La lignée Acr-EGFP 

Cette ligŶĠe Ŷous a ĠtĠ gƌaĐieuseŵeŶt doŶŶĠe paƌ M. Okaďe de l’UŶiǀeƌsitĠ d’Osaka (Okabe 

et al. 1997; Nakanishi et al. 2001). Les souris de cette lignée portent un transgène faisant exprimer 

uŶe ĠtiƋuette EGFP à l’aĐƌosiŶe. Cette paƌtiĐulaƌitĠ peƌŵet de disĐƌiŵiŶeƌ, au ŵoŵeŶt de 

l’eǆpĠƌieŶĐe, les speƌŵatozoïdes Ƌui oŶt fait leuƌ ƌĠaĐtioŶ aĐƌosoŵiƋue (absence de fluorescence) de 

Đeuǆ Ƌui Ŷe l’oŶt pas faite ;aĐƌosiŶe fluoƌesĐeŶteͿ. Les souƌis de Đette ligŶĠe soŶt ĠgaleŵeŶt 

poƌteuses d’uŶ tƌaŶsgğŶe AĐtiŶe-EGFP. Le fond génétique de ces souris est le C57BL6/J.  

A son arrivée du Japon cette lignée devait être décontaminée, elle a donc été hébergée à 

l’aŶiŵaleƌie ĐoŶǀeŶtioŶŶelle. Avant de pouvoir être transférées à l’aŶiŵaleƌie dite « propre », les 

souris devaient être accouplées et les embryons implantés chez des femelles « receveuses » 

possédant un  statut saŶitaiƌe ĐoŶfoƌŵe à Đelui de l’aŶiŵaleƌie EOP“.  

Nous avons rencontré un problème avec cette lignée. Les feŵelles souffƌaieŶt d’uŶe 

malformation utérine commune à ce fond génétique (une cloison utérine). Elles décédaient avant 

d’aǀoiƌ pu ŵettƌe ďas. Au final, nous Ŷ’aǀoŶs aiŶsi pu ƌĠĐupĠƌeƌ Ƌu’uŶ seul ŵâle et sommes 

finalement parvenus à rétablir la lignée grâce à des accouplements avec des femelles sauvages. 

D’hoŵozǇgote, la ligŶĠe est aloƌs passĠe à hĠtĠƌozǇgote. Nous aǀoŶs doŶĐ dû Ġtaďliƌ uŶ pƌotoĐole de 
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génotypage (présenté en annexe 4) afin de pouvoir discriminer les descendants portant la mutation 

voulue de ceux ne la portant pas. Après plusieurs générations, nous avons pu recréer la lignée 

homozygote. Elle est maintenant bien établie et permet de réaliser les accouplements entre souris 

portant toute la mutation ce qui permet de ne plus avoir à se préoccuper du génotypage des souris 

pour cette lignée.  

iii. La lignée CD9-EGFP 

Cette ligŶĠe a ĠtĠ oďteŶue paƌ l’ĠƋuipe de MiǇado eŶ ϮϬϬϴ. Les souƌis de Đette lignée 

expriment une étiquette EGFP sur le CD9 ovocytaire uniquement (Miyado et al. 2008). Cette lignée a 

d’aďoƌd ĠtĠ hĠďeƌgĠe à l’aŶiŵaleƌie ĐoŶǀeŶtioŶŶelle de CoĐhiŶ ou elle a été contaminée par le virus 

de Theileƌ ;TMEV Theileƌ's MuƌiŶe EŶĐephaloŵǇelitis ViƌusͿ et le  ǀiƌus de l’hĠpatite ŵuƌiŶ ;le MHVͿ. 

Les femelles de cette lignée généraient très peu de petits et avaient des troubles du comportement 

de type cannibalisme. 

 Pour pouvoir transférer ces souris dans notre animalerie, nous avons fait une première 

teŶtatiǀe de dĠĐoŶtaŵiŶatioŶ au CDTA d’OƌlĠaŶs. Pouƌ Đette dĠĐoŶtaŵiŶatioŶ, Ŷous Ŷ’aǀioŶs Ƌue 

des ŵâles à l’âge ƌeƋuis. Nous deǀioŶs doŶĐ passeƌ paƌ des aĐĐoupleŵeŶts aǀeĐ des feŵelles 

« sauvages » du ŵġŵe foŶd gĠŶĠtiƋue. Oƌ Đette ligŶĠe ĠtaŶt ŵaiŶteŶue eŶ Ġleǀage à l’Ġtat 

hoŵozǇgote et il Ŷ’Ǉ aǀait pas de pƌotoĐole de gĠŶotǇpage pouƌ Đette ligŶĠe. J’ai ĠtĠ aŵeŶĠe à 

mettre au point le protocole de génotypage, celui-Đi est dĠtaillĠ daŶs l’AŶŶeǆe ϰ. La pƌeŵiğƌe 

décontamination a échoué, nous avons alors procédé à la seconde décontamination qui a été 

effectuée par les laboratoires Charles Rivers Laboratories (France). Pour cette deuxième 

dĠĐoŶtaŵiŶatioŶ, Ŷous Ŷ’aǀoŶs de nouveau pu fournir que des mâles qui ont été accouplés avec des 

femelles « sauvages ». ChaƋue teŶtatiǀe de dĠĐoŶtaŵiŶatioŶ et ĠtaďlisseŵeŶt d’une lignée stable 

ŶĠĐessite de ϲ à ϵ ŵois, ƌepoussaŶt d’autaŶt la possiďilitĠ d’eǆpĠƌiŵeŶteƌ aǀeĐ Đes aŶiŵauǆ. Les 

desĐeŶdaŶts de Đes aĐĐoupleŵeŶts ǀieŶŶeŶt d’ġtƌe iŶtƌoduits à l’aŶiŵaleƌie ĐeŶtƌale de l’EN“-

Biologie, la gestion de la lignée est maintenant reprise par Benjamin Ravaux en première année de 

thèse sur la thématique de la fécondation également.  

2. Le conditionnement des gamètes  

Notƌe Ġtude ĐoŶsistaŶt à ĐaƌaĐtĠƌiseƌ l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue de l’oǀoĐǇte 

et le spermatozoïde, nous avons travaillé avec des ovocytes dépellucidés (ovocytes dont nous avons 

retiré la zone pellucide) et des spermatozoïdes sur lesquels nous avons induit la réaction 

acrosomique. Pour les besoins de chaque expérience, Ŷous aǀoŶs eu ƌeĐouƌs au saĐƌifiĐe de l’aŶiŵal  

afin de prélever les gamètes. 
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a. Obtention des ovocytes dépellucidés 

 La souris est un rongeur nocturne. Elle ovule spontanément tous les 4 à 5 jours et ce 3 à 5 

heures après le début de la période de nuit. Pour synchroniser les ovulations et obtenir le maximum 

d’oǀoĐǇtes, oŶ doit pƌoĐĠdeƌ à uŶe supeƌ-ovulation. Les femelles âgées de 6 à 8 semaines sont 

injectées en intrapéritonéale avec 5 unités de PMSG ou gonadotrophine sérique  (Pregnant Mare 

Serum Gonadotropin, Folligon, Intervet, France), suivies par 5 unités de HCG ou gonadotrophine 

chorionique (human chorionic gonadotropin Chorulon, Intervet, France) 48 heures plus tard. La 

PMSG va accélérer la maturation de plusieurs follicules ovariens, la HCG va permettre leur éjection 

des trompes et la reprise de la maturation des ovocytes. 13 heures après la seconde injection, les 

souris femelles sont sacrifiées par dislocation ĐeƌǀiĐale. L’abord se fait par incision en forme de V de 

la peau et du pĠƌitoiŶe au Ŷiǀeau de la paƌtie iŶfĠƌieuƌe de l’aďdoŵeŶ eŶ ƌegaƌd de l’appaƌeil gĠŶital, 

puis extériorisation du contenu abdominal et dégagement des trompes. Les ampoules sont prélevées 

et mises dans une goutte de milieu. Sous la loupe, les ampoules sont dilacérées et les cumulus sont 

expulsés sous pression.  

Les cumulus sont incubés pendant une minute dans une goutte de Hyaluronidase IV-S 

(Sigma-Aldrich) à la concentration de 15 mg/ml à 37°C. La hyaluronidase est une enzyme qui va 

dĠgƌadeƌ l’aĐide hǇaluƌoŶiƋue et liďĠƌeƌ l’oǀoĐǇte des Đellules du Đuŵulus. Les oǀoĐǇtes soŶt eŶsuite 

rincés trois fois dans du Ferticult IVF (Fertipro, JCD Laboratories, France) supplémenté à 3% de BSA 

(Bovine Serum Albumin, Sigma Aldrich) et ce pour éviter que ces ovocytes ne collent au fond de la 

boite.  

Les ovocytes sont ensuite triés. Seuls les ovocytes II, c'est-à-dire ceux ayant éjecté leur 1er 

globule polaire, sont gardés et les ovocytes dysmorphiques ou immatures sont éliminés. Le tri se fait 

sur plaque chauffée à 37°C.  

La zoŶe pelluĐide est dissoute paƌ aĐtioŶ ĐhiŵiƋue loƌs d’uŶe iŶĐuďatioŶ de ŵoiŶs de ϯϬ 

secondes dans une solution pure de thyrode acide (Sigma-Aldrich) à température ambiante, puis 

rincés trois à cinq fois dans du Ferticult IVF à 3% de BSA. Les ovocytes sont ensuite mis au repos trois 

heures dans du Ferticult IVF à 3% de BSA à 37°C sous 5% de CO2 daŶs l’iŶĐuďateuƌ. A l’issue de Đette 

période de repos, un nouveau tri est effectué.  

b. Obtention des spermatozoïdes 

Les ŵâles de ϴ à ϭϬ seŵaiŶes soŶt isolĠs uŶe seŵaiŶe eŶǀiƌoŶ aǀaŶt l’eǆpĠƌieŶĐe. Cet 

isoleŵeŶt a pouƌ effet de faǀoƌiseƌ la pƌoduĐtioŶ de speƌŵatozoïdes. Le saĐƌifiĐe de l’aŶiŵal se fait 

paƌ ĠloŶgatioŶ ĐeƌǀiĐale. L’aďoƌd se fait paƌ iŶĐisioŶ eŶ forme de V de la peau et du péritoine au 



59 
 

Ŷiǀeau de l’aďdoŵeŶ, eǆtĠƌioƌisatioŶ du ĐoŶteŶu aďdoŵiŶal. Les testiĐules aǇaŶt uŶe positioŶ eǆtƌa-

abdominale doivent être remontés en tirant la graisse qui les recouvre. Les épididymes sont dégagés 

des vaisseaux, la graisse est disséquée et ils sont prélevés. 

Les speƌŵatozoïdes soŶt ĠjeĐtĠs paƌ pƌessioŶ à l’aide de deuǆ poiŶtes suƌ l’ĠpididǇŵe. Les 

spermatozoïdes ainsi dégagés sont maintenus dans une goutte de 500 µl Ferticult IVF à 3% de BSA 

sous huile Medicult à 37°C sous ϱ% de COϮ daŶs l’iŶĐuďateuƌ peŶdaŶt deuǆ heuƌes. La pƌĠseŶĐe de 

BSA va induire la réaction acrosomique des spermatozoïdes.  

DaŶs ĐeƌtaiŶs Đas, Ŷous aǀoŶs eu ďesoiŶ d’aǀoiƌ ƌeĐouƌs à uŶ ioŶophoƌe AϮϯϭϴϳ à ϭϬ µM afiŶ 

d’iŶduiƌe Đette ƌĠaĐtioŶ aĐrosomique de manière plus rapide et massive. La sélection des 

speƌŵatozoïdes ͞ŵotiles͟ s’effeĐtue paƌ la ŵĠthode du ͞sǁiŵ-up͟ qui consiste à centrifuger les 

spermatozoïdes à 200 g pendant 2 minutes puis à récupérer 30 min plus tard le surnageant 

contenant les spermatozoïdes les plus motiles.  

c. Les fécondations in-vitro (FIV) de contrôle 

Durant ces 3 années de thèse, nous avons mené des expériences sur les gamètes dans 

conditions expérimentales variées. Afin de s’assuƌeƌ du ďieŶ-fondé des résultats obtenus, il était 

primordial de vérifier que dans ces mêmes conditions expérimentales, les ovocytes pouvaient être 

fécondés par les spermatozoïdes. Nous avons par conséquent mené des expériences de fécondation 

in-vitro en parallèle de chaque nouvelle expérience. Pour cela nous avons repris le protocole de 

fécondation in-ǀitƌo dĠĐƌit paƌ l’ĠƋuipe d’Okaďe et Ŷous l’aǀoŶs adaptĠ (Inoue & Okabe 2008). Les 

spermatozoïdes et les ovocytes étaient préparés tel que décrit précédemment. Les ovocytes étaient 

préincubés dans une goutte de 500µl  à 1/1000ème de Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) dans du 

Ferticult IVF à 3% de BSA sous huile Medicult à 37°C sous 5% de CO2 pendant 15 minutes. Les 

ovocytes sont rincés trois fois et transférés dans la goutte de fécondation. Le Hoechst 33342 étant un 

intercalant de l'ADN (Bisbenzimide), les ovocytes incubés avec ce marqueur voient leur noyau 

marqué en bleu sous éclairage ultraviolet (excitation à 350 nm) et leur cytoplasme se saturer de ce 

marqueur (figure 20).  

La fécondation se fait dans une goutte de 100µl de Ferticult IVF à 3% de BSA sous huile 

Medicult à 37°C sous 5% de CO2 : les ovocytes préincubés au Hoechst sont mis en présence de 

spermatozoïdes à la concentration de 105 spermatozoïdes/µl peŶdaŶt ϭ heuƌe tƌeŶte. Dğs Ƌu’uŶe 

fusion se produit, les contenus cytoplasmiques des deux cellules communiquent, le Hoechst contenu 

daŶs le ĐǇtoplasŵe de l’oǀoĐǇte passe dans le spermatozoïde dont le noyau se marque aussitôt en 

http://en.wikipedia.org/wiki/Ultraviolet
http://en.wikipedia.org/wiki/Nanometer
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bleu (Figure 20). Les ovocǇtes soŶt eŶsuite ƌiŶĐĠs. Ce seĐoŶd ƌiŶçage a pouƌ ďut d’ĠliŵiŶeƌ les 

speƌŵatozoïdes Ƌui Ŷ’oŶt pas adhĠƌĠ.  

L’aŶalǇse de l’eǆpĠƌieŶĐe se fait sous ŵiĐƌosĐope ĐoŶfoĐal LeiĐa “Pϱ II : les spermatozoïdes 

dont le noyau est coloré au Hoechst sont comptés. Nous pouvons également observer la 

décondensation des noyaux des spermatozoïdes fusionnés. Cette décondensation signe le début de 

formation du pronucleus. 

  

Figure 20 : Ovocyte dépellucidé 

marqué au Hoechst fécondé par 

deux spermatozoïdes.  

Le Hoechst apparait en bleu en 

fluorescence.   

* indique les noyaux des deux 

spermatozoïdes.  

** le ŶoǇau de l’ovoĐǇte et le 

globule polaire.  
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Chapitre 2/ Les cellules eucaryotes    

1. Les lignées cellulaires utilisées 

a. La lignée cellulaire K562 : lignée en suspension  

Les Đellules KϱϲϮ Ŷous oŶt ĠtĠ doŶŶĠes paƌ LuĐia PattaƌiŶi de l’ĠƋuipe « Immunité et cancer » 

de l’IŶstitut Cuƌie ;IŶseƌŵ UŶitĠ ϵϯϮͿ. 

La lignée K562, lignée Erythroleucémique humaine, a été décrite en 1975 pour la première 

fois (Lozzio & Lozzio 1975). Elle pƌoǀieŶt de Đellules de liƋuide pleuƌal d’uŶe patiente atteinte de 

leucémie myéloïde chronique en crise blastique aigue. Ce sont des cellules qui peuvent se 

diffĠƌeŶĐieƌ eŶ l’uŶe des tƌois ligŶĠes ĐiƌĐulaŶtes : érythroïde, mégacaryocytaire ou monocytaire 

(Sutherland et al., 1986; Tsiftsoglou et al., 2003 ; Vainchenker et al., 1981). Ces cellules portent le 

chromosome « Philadelphie » qui résulte de la translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 

22. Le gène hybride qui en résulte entraine la synthèse de la protéine Bcr-Abl qui est responsable de 

la ƌĠsistaŶĐe de Đette ligŶĠe à l’apoptose (Mcgahon et al. 1994). 

b. La lignée cellulaire MDA : lignée adhérente  

Les Đellules MDA Ŷous oŶt ĠtĠ doŶŶĠes paƌ Nathalie Lao de l’ĠƋuipe « Imagerie de la 

Machinerie Transcriptionnelle » Institut de Biologie de l'Ecole Normale Supérieure (CNRS UMR8197).  

La lignée MDA-MB-Ϯϯϭ est uŶe ligŶĠe Ġtaďlie à paƌtiƌ d’uŶ ĠpaŶĐheŵeŶt pleuƌal dĠƌiǀaŶt 

d’uŶ ĐaƌĐiŶoŵe ŵaŵŵaiƌe huŵaiŶ, elles oŶt ĠgaleŵeŶt uŶ gğŶe de ƌĠsistaŶĐe à l’apoptose ;Cailleau 

R et al., 1974). 

c. La lignée cellulaire U2OS : lignée adhérente 

Les cellules de la lignée U2OS nous ont été données par Adrien Senecal de l’ĠƋuipe 

« Imagerie de la Machinerie Transcriptionnelle » Institut de Biologie de l'Ecole Normale Supérieure 

(CNRS UMR8197). 

Les UϮO“ soŶt des Đellules ĠpithĠliales adhĠƌeŶtes issues d’uŶ ostĠosaƌĐoŵe huŵaiŶ d’uŶe 

jeune fille de 15 aŶs. L’apoptose est iŶhiďĠe paƌ uŶe pƌotĠiŶe ǀiƌale. Cette ǀaƌiĠtĠ de Đellule a ĠtĠ 

établie par Ponten et Saksela (Ponten J & Saksela E  1967). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cailleau%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4412247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cailleau%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4412247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pont%C3%A9n%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6081590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saksela%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6081590
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2. Culture, transfection et manipulation de cellules eucaryotes   

Les cellules de la lignée K562 sont cultivées en suspension dans du milieu liquide RPMI-1640 

(pour Roswell Park Memorial Institute) (Sigma-Aldrich) dans des flasques ventilés.  

Les cellules des lignées adhérentes MDA et U2OS  sont cultivées  sur des boites de pétri « traitées 

culture » dans du milieu liquide DMEM (pour Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (Sigma Aldrich).  

Les milieux ont été supplémentés en antibiotiques (Pénicilline 5U/ml et Streptomycine 50 mg/ml) 

et paƌ ϭϬ%  de sĠƌuŵ de ǀeau fœtal.  

La conservation des cellules a été faite dans du CryoMaxx SF (PAA Laboratories) à la 

concentration de 106 Đellules/ŵl daŶs de l’azote liƋuide.  

La viabilité des cellules est vérifiée par le test de coloration au bleu trypan. 

Les cellules sont transfectées avec le jetPEI (Polyplus) par transfection transitoire, plusieurs 

échelles de transfections ont été testées. Le meilleur rendement a été obtenu avec 2 µg de plasmide 

et 4 µl de jetPEI pour 2.105cellules/ml et a été de 5% environ (le protocole de transfection mis au 

point est en annexe 3).  
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Chapitre 3/ Les réactifs pour les expériences  

1. Les anticorps utilisés 

L’aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe utilisĠ pouƌ la ƌĠǀĠlatioŶ des protéines exogènes Izumo1 et Izumo1-

EGFP aiŶsi Ƌue la pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte est l’aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶal fabriqué chez le rat dirigé contre 

Izumo1 murin qui nous a été donné par M. Okabe (Inoue et al. 2005).  

Pour révéler la protéine recombinante ECD-Iz1 portant une étiquette myc  sur les billes lors 

des ĐoŶtƌôles paƌ ĐǇtoŵĠtƌie de fluǆ Ŷous aǀoŶs utilisĠ l’aŶti-myc monoclonal 9E10 (Sigma-Aldrich).  

Les anticorps secondaires sont le Goat anti-Rat Alexa-Fluor 488, le Goat anti-Rat Rhodamine 

et Goat-anti-mouse  Alexa-Fluor 488  (Invitrogen, France). 

La révélation de la biotine sur la protéine recombinante ECD-Iz1 biotinylée a été faite à la 

Strepatividine Alexa-Fluor 700 de (Invitrogen, France). 

2. Le marquage des ovocytes  

Le ŵaƌƋuage ŵeŵďƌaŶaiƌe de l’oǀoĐǇte a ĠtĠ fait paƌ uŶ fluoƌophoƌe aǇaŶt uŶe Ƌueue 

lipophile Ƌui s’iŶsğƌe daŶs la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue: le PKHϮϲ ;Red FluoƌesĐeŶt Cell LiŶkeƌ MiŶi Kit foƌ 

General Cell Membrane Labeling, Sigma Aldrich) et le PKH67 (Green Fluorescent Cell Linker Midi Kit 

for General Cell Membrane Labeling, Sigma Aldrich). Les marquages ont été faits selon les indications 

du fabricant.  

3. L’ageŶt de tƌaŶsfeĐtioŶ  

 Nous avons opté pour une transfection transitoire par un vecteur chimique : le jetPEI 

(Polyplus). Les vecteurs chimiques sont des molécules naturelles ou synthétiques, lipides ou 

polǇŵğƌes ĐatioŶiƋues, foƌŵaŶt des Đoŵpleǆes aǀeĐ l’ADN. Ils oŶt l’aǀaŶtage de s’affƌaŶĐhiƌ des 

pƌoďlğŵes de toǆiĐitĠ ƌeŶĐoŶtƌĠs Đhez les ǀiƌus et paƌ l’Ġlectroporation.  

L’ADN est uŶe ŵaĐƌoŵolĠĐule aŶioŶiƋue et les ŵeŵďƌaŶes Đellulaiƌes soŶt gloďaleŵeŶt 

ĐhaƌgĠes ŶĠgatiǀeŵeŶt. Les ƌĠpulsioŶs ĠleĐtƌostatiƋues liŵiteŶt doŶĐ les ĐoŶtaĐts eŶtƌe l’aĐide 

nucléique et les membranes plasmiques. Le jetPEI est un polycation linéaire (polyéthylènimine) 

sǇŶthĠtiƋue Ƌui foƌŵe des Đoŵpleǆes aǀeĐ l’ADN d’iŶtĠƌġt. Ces Đoŵpleǆes ĐhaƌgĠs positiǀeŵeŶt ǀoŶt 

peƌŵettƌe le tƌaŶsfeƌt de l’ADN daŶs les Đellules. “oŶ effiĐaĐitĠ seŵďle liĠe à sa stƌuĐtuƌe 

chimique.Ses groupements amines sont protonables au pH physiologique. Il emprunterait la voie de 

l’eŶdoĐǇtose et gƌâĐe à Đette ĐaƌaĐtĠƌistiƋue, il peƌŵettrait l’augŵeŶtatioŶ de la pƌessioŶ osŵotiƋue 

daŶs les eŶdosoŵes eŶtƌaiŶaŶt leuƌ ƌuptuƌe et le laƌgage de l’ADN daŶs le ĐǇtoplasŵe. En passant 
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vraisemblablement à travers les pores nucléaires (environ 10µm) (Abdallah et al. 1996), l’ADN atteiŶt 

le noyau.  

L’aŶalǇse de l’eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe eǆogğŶe peut ġtƌe faite Ϯϰh apƌğs la tƌaŶsfeĐtioŶ. Le 

plasmide ayant intégré le noyau peut être transcrit sans avoir nécessairement intégré le génome. 

Toutefois il peut être perdu au cours des divisions cellulaires. EŶ ǀue d’aǀoiƌ  le meilleur taux de 

tƌaŶsfeĐtioŶ et d’eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe eǆogğŶe,  les cellules ont été transfectées 24 ou 48h avant 

chaque expérience.  

4. La séquence et les plasmides receveurs  

a. La séquence Izumo1 sauvage murin 

La sĠƋueŶĐe ĐodaŶt pouƌ Izuŵoϭ sauǀage ŵuƌiŶ telle Ƌue dĠĐƌite paƌ l’ĠƋuipe d’Okaďe 

(Inoue et al. 2005) a été fabriquée selon la séquence IZUM1_MOUSE (UniProt Q9D9J7)(Annexe1), 

sans le codon stop,  par Eurogentec et insérée dans un plasmide de clonage pUC57 avec les sites de 

restriction NheI et XhoI. La séquence portant le codon stop a été obtenue par amplification PCR à 

l’aide d’AMORCE“ iŶtƌoduisaŶt le ĐodoŶ stop ;Le pƌotoĐole de sous clonage et de mutagénèse utilisé 

est en Annexe 5).  

b. Le plasmide pCAGGS-RFP (X-301 /pCAGGS-IRES2-tagRFP) : veĐteuƌ d’eǆpƌessioŶ  

Ce plasŵide Ŷous a gƌaĐieuseŵeŶt ĠtĠ doŶŶĠ paƌ Xaǀieƌ MoƌiŶ de l’ĠƋuipe ŵiǆte ͞EƋuipe 

AVENIR IN“ERM͟ "Mitosis aŶd NeuƌogeŶesis" de l’iŶstitut de Biologie de l'EĐole Noƌŵale “upĠƌieuƌe 

(INSERM U1024 - CNRS UMR8197). Il a ĠtĠ ŵis au poiŶt au seiŶ de Đette ĠƋuipe et Ŷ’a pas eŶĐoƌe fait 

l’oďjet d’uŶe puďliĐatioŶ. C’est uŶ plasŵide ďiĐistƌoŶiƋue ;IRE“Ϳ Ƌui peƌŵet l'eǆpƌessioŶ de deux 

protéines sous promoteur CMV-IE ;la Đaƌte du plasŵide est daŶs l’aŶŶeǆeϮͿ. Il peƌŵet d’eǆpƌiŵeƌ la 

pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt et uŶe pƌotĠiŶe seŶseuƌ d’eǆpƌessioŶ ĐǇtoplasŵiƋue, eŶ l’oĐĐuƌƌeŶĐe la RFP. 

c. Le plasmide pEGFP-N1 : veĐteuƌ d’eǆpƌessioŶ  

Il s’agit d’uŶ ǀeĐteuƌ ĐoŵŵeƌĐial ;CloŶteĐhͿ ĐoŶteŶaŶt l’EGFP ;EŶhaŶĐed gƌeeŶ fluoƌesĐeŶt 

protein) variant de la GFP (green fluorescent protein) sous contrôle du promoteur CMV-IE. Ce 

ǀeĐteuƌ a ĠtĠ optiŵisĠ pouƌ l’iŵageƌie ;ŵaǆiŵuŵ d’eǆĐitatioŶ = ϰϴϴ Ŷŵ; ŵaǆiŵuŵ d’émission = 507 

nm) (la carte du plasmide est en annexe2).   

5. Les réactifs de clonage et les systèmes de purification 

Les eŶzǇŵes Ƌui oŶt peƌŵis d’Ġtaďliƌ les ĐoŶstƌuĐtioŶs pƌoǀieŶŶeŶt de Đhez Neǁ EŶglaŶd 

BioLabs. Les purifications des produits de migration sur gel et des produits de PCR ont été faites à 
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l’aide du sǇstğŵe de puƌifiĐatioŶ NuĐleo“piŶ Gel aŶd PCR CleaŶ-up (MACHEREY-NAGEL) selon les 

iŶdiĐatioŶs du faďƌiĐaŶt. Les ĐoŶstƌuĐtioŶs fiŶales oŶt ĠtĠ oďteŶues apƌğs puƌifiĐatioŶ à l’aide du 

sǇstğŵe d’eǆtƌaction de plasmide NucleoBond Xtra Midi / Midi Plus de (MACHEREY-NAGEL).  

 

6. Les milieux  

Le Ferticult IVF (Fertipro, JCD Laboratories, France) a été utilisé pour la préparation et le repos 

des gamètes. Lors des expériences, les gamètes étaient maintenues dans du M2 Medium (Sigma 

AldƌiĐhͿ ĐoŶteŶaŶt de l’HEPE“ assuƌaŶt le ŵaiŶtieŶ du pH à ϳ,ϰ. DaŶs les deuǆ Đas les ŵilieuǆ oŶt ĠtĠ 

supplémentés à 3% de BSA (Albumin from bovine serum A2153-500G Sigma Aldrich).  

Les eǆpĠƌieŶĐes d’iŵŵuŶo-marquage ont été faites dans du PBS 1x supplémenté à 1% de BSA.  
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Chapitre 4 / La micromanipulation par micropipettes  

La ŵiĐƌoŵaŶipulatioŶ paƌ ŵiĐƌopipettes est adaptĠe à Ŷotƌe oďjet d’Ġtude Đaƌ elle Ŷous 

permet de manipuler des cellules individuellement, en contrôlant précisément le lieu et temps de 

contact et éventuellement les forces appliquées en vue de caractériser les iŶteƌaĐtioŶs Ƌu’elles 

développent.  

1. Les micropipettes 

Pouƌ la ƌĠalisatioŶ de ŵoŶ tƌaǀail de thğse, j’ai eu à ŵiĐƌofoƌgeƌ à paƌtiƌ de Đapillaiƌes de 

verre trois types de micropipettes:  

- La micropipette de contention  

C’est la ŵiĐƌopipette Ƌui ŵaiŶtieŶt l’oǀoĐǇte. Celui-ci est une cellule de 80µm, la pipette de 

contention doit donc avoir un diamètre important pour limiter la contrainte exercée tout en ayant 

uŶe foƌĐe d’aspiƌatioŶ la plus iŵpoƌtaŶte possiďle. La pipette de ĐoŶteŶtioŶ a doŶĐ uŶ diaŵğtƌe de 

35 à 45µm. 

- La micropipette cellule 

Les cellules que nous avons utilisées comme modèle ont des diamètres autour de 10µm et 

les pipettes cellules ont un diamètre de 4 à 6µm.   

- La micropipette sonde    

Cette micropipette est utilisée pour les expériences de BFP (Biomembrane Force Probe), 

teĐhŶiƋue Ƌui feƌa l’oďjet du Đhapitƌe deuǆ de la tƌoisiğŵe paƌtie de Đe tƌaǀailͿ. “oŶ diaŵğtƌe est 

Đoŵpƌis eŶtƌe ϭ,ϳ et Ϯ µŵ. Cette taille peƌŵet d’aspiƌeƌ le gloďule ƌouge de ŵaŶiğƌe à le dĠfoƌŵeƌ et 

lui conférer une forme sphérique permettant nos mesures. Compte tenu du diamètre ~ 6 µm du 

globule rouge et de sa grande déformabilité, un diamètre plus grand  de pipette conduirait à son 

aspiration dans la pipette.  

Les tƌois pipettes soŶt ƌeliĠes à tƌois ƌĠseƌǀoiƌs d’eau. La Đontinuité en liquide entre les 

ƌĠseƌǀoiƌs et le ŵilieu daŶs leƋuel l’eǆpĠƌieŶĐe est ŵeŶĠe peƌŵet de fiŶeŵeŶt ĐoŶtƌôleƌ l’aspiƌatioŶ 

eǆeƌĐĠe paƌ les pipettes suƌ les Đellules ;à Ϯ,ϱ Pa pƌğsͿ. AǀaŶt ĐhaƋue eǆpĠƌieŶĐe, l’aspiƌatioŶ daŶs le 

système est vérifiée pour ne pas introduire de biais de mesure (Figure 21). 
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Figure 21: schéma de principe de la 

micromanipulation. La pipette est 

préalablement remplie de milieu de 

Đultuƌe et ƌeliĠe à uŶ ƌĠseƌvoiƌ d’eau  

en s’assuƌaŶt de la ĐoŶtiŶuitĠ eŶ 

liquide.  

 

2. La fabrication des micropipettes  

Les différentes étapes de la fabrication des pipettes sont représentées par la figure 22. Elles 

soŶt pƌĠpaƌĠes au laďoƌatoiƌe aǀaŶt ĐhaƋue eǆpĠƌieŶĐe. Les Đapillaiƌes de ǀeƌƌe d’uŶ diaŵğtƌe 

interne de 420 µm (Harvard Apparatus, U“AͿ soŶt tout d’aďoƌd ĠtiƌĠs à l’aide d’uŶe Ġtiƌeuse P-2000 

(Sutter Instruments Co., USA), grâce à un laser qui chauffe le milieu du capillaire et deux ressorts qui 

tiƌeŶt siŵultaŶĠŵeŶt les eǆtƌĠŵitĠs des Đapillaiƌes. Ce passage daŶs l’Ġtiƌeuse permet d’oďteŶiƌ deuǆ 

pipettes identiques dont la pointe est ajustable en fonction du programme que nous introduisons et 

qui détermine les durées et intensités du chauffage. Les pipettes ainsi obtenues ont une pointe 

fermée. Les pipettes sont ensuite taillées à un diamètre en fonction de la taille de la cellule 

micromanipulée. Pour cela, nous utilisons une microforge fabriquée au laboratoire constituée par un 

fil de platine sur lequel se trouve une petite bille de verre. Le filament est chauffé par un courant 

ĠleĐtƌiƋue jusƋu’à Đe Ƌue la bille de verre rentre en fusion. La pipette est alors introduite dans la bille 

de ǀeƌƌe sous ĐoŶtƌôle d’uŶ ŵiĐƌosĐope à faiďle gƌossisseŵeŶt, puis le ĐouƌaŶt est ĐoupĠ. La pointe 

de la pipette casse sous la contrainte du verre qui en refroidissant se resolidifie. Pour obtenir une 

Đassuƌe Ŷette de la pipette, l’opĠƌatioŶ doit être répétée. La pipette étant cette fois ouverte, le verre 

pénètre par capillarité dans l’eǆtƌĠŵitĠ de la pipette et forme une langue. Au refroidissement de la 

bille de verre, la langue casse et les bords de la pipette sont alors nets. Afin de travailler en boîte de 

pétri dans une goutte sous huile, les pipettes doivent être coudées. Pour cela nous utilisons une 

deuxième microforge ayant uniquement un filament de platine. Ce filament est chauffé et la pipette 

est appƌoĐhĠe sous ĐoŶtƌôle d’uŶ ŵiĐƌosĐope à faiďle gƌossisseŵeŶt. La chaleur fait fondre le verre 

Ƌui ǀa se plieƌ douĐeŵeŶt, dğs Ƌue l’aŶgle dĠsiré est atteint le courant est coupé.  

La pipette de ĐoŶteŶtioŶ est faďƌiƋuĠe uŶiƋueŵeŶt à l’aide de la deuǆiğŵe foƌge. Cette 

pipette a uŶ diaŵğtƌe iŵpoƌtaŶt, il Ŷ’est pas possiďle de la Đasseƌ à l’aide de la pƌeŵiğƌe foƌge. La 

pipette est mise en contact aǀeĐ le fil de platiŶe à l’eŶdƌoit ĐoƌƌespoŶdaŶt au diaŵğtƌe ǀoulu et le 

courant est coupé. Il est alors possible de la casser. Elle est coudée de la même manière que décrit 

pƌĠĐĠdeŵŵeŶt et puis ƌodĠe ;eŶ appƌoĐhaŶt l’eŵďout de la pipette du fil de platiŶe, le verre fond et 

Ŷ’est plus ĐoupaŶtͿ. 
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Figure ϮϮ: PƌĠpaƌatioŶ des pipettes : ;ϭͿ foƌŵatioŶ des ŵiĐƌopipettes à paƌtiƌ d’uŶ Đapillaiƌe de veƌƌe aveĐ 

l’Ġtiƌeuse P-ϮϬϬϬ “utteƌ IŶstƌuŵeŶt ; ;ϮͿ utilisatioŶ de la ϭğƌe ŵiĐƌofoƌge pouƌ l’ouveƌtuƌe des extrémités des 

ŵiĐƌopipettes ; ;ϯͿ foƌŵatioŶ d’uŶ Đoude d’uŶ aŶgle de ϯϬ°paƌ ĠĐhauffeŵeŶt du filaŵeŶt de la ϮŶde ŵiĐƌofoƌge 

(4) rodage des pipettes de contention. 

  

3. Le dispositif expérimental  

La chambre expérimentale est une boîte de Pétri dans laquelle sont déposées les  gouttes de 

ϯϬµl de ŵilieu ĐoŶteŶaŶt les oďjets à testeƌ. Le tout est ƌeĐouǀeƌt paƌ l’huile MediĐult. La ďoîte de 

Pétri est déposée sur la platine du microscope. Le microscope est contenu dans une enceinte 

thermostatée transparente et adaptée à la micromanipulation, permettant de travailler à 37°C qui 

est la teŵpĠƌatuƌe ŶĠĐessaiƌe à l’iŶtĠgƌitĠ foŶĐtioŶŶelle des gaŵğtes. Les pipettes forgées et coudées 

telles que décrit précédemment  sont préalablement remplies du milieu dans lequel se déroule 

l’eǆpĠƌieŶĐe puis passiǀĠes daŶs Đe ŵġŵe ŵilieu supplĠŵeŶtĠ eŶ B“A eŶǀiƌoŶ uŶe heuƌe aǀaŶt le 

dĠďut de ĐhaƋue eǆpĠƌieŶĐe et Đe, pouƌ Ġǀiteƌ Ƌue les Đellules Ŷ’adhğƌeŶt auǆ paƌois. Le dispositif 

expérimental est représenté par la figure 23.  



69 
 

 

Figure 23 : Photo du dispositif expérimental avec 

deux micropipettes.  

Les micropipettes sont maintenues par un support et 

reliées à des micromanipulateurs. Elles sont placées 

dans une goutte de milieu au fond de la boîte de 

PĠtƌi et le tout est ƌeĐouveƌt d’huile. 
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3ème Partie / l’appƌoĐhe Đellulaiƌe 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Le spermatozoïde entre en contact avec trois composants ovocytaires avant de pouvoir 

fusionner: les cellules du cumulus, la zone pellucide et la membrane cytoplasmique. Les 

spermatozoïdes Izumo1 -/- sont morphologiquement normaux. Ils accomplissent leur réaction 

aĐƌosoŵiƋue, tƌaǀeƌseŶt toutes les Ġtapes de la fĠĐoŶdatioŶ, adhğƌeŶt à l’oǀoĐǇte ŵais Ŷe peuǀeŶt 

pas fusionner (Inoue et al. 2005).  
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Les iŵages de ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue et les deƌŶieƌs tƌaǀauǆ de l’ĠƋuipe d’Okaďe ŵoŶtƌeŶt 

que le speƌŵatozoïde adhğƌe et fusioŶŶe aǀeĐ Đette deƌŶiğƌe ďaƌƌiğƌe Ƌu’est la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue 

de l’oǀoĐǇte paƌ sa zoŶe ĠƋuatoƌiale (Satouh et al. 2012). La même équipe a également réussi à 

ŵoŶtƌeƌ Ƌu’Izuŵoϭ se ƌeloĐalise au ŵoŵeŶt de la ƌĠaĐtioŶ aĐƌosoŵiƋue au Ŷiǀeau de toute la tġte 

du spermatozoïde et se concentre particulièrement au niveau de cette région équatoriale (Satouh et 

al. 2012). EŶ l’aďseŶĐe de Đette ƌeloĐalisatioŶ, la fĠĐoŶdatioŶ Ŷe peut aǀoiƌ lieu (Sosnik et al. 2009). La 

pƌĠseŶĐe d’Izuŵoϭ au Ŷiǀeau de cette région de la tġte du speƌŵatozoïde au ŵoŵeŶt de l’adhĠsioŶ 

et de la fusion semble donc nécessaire à la réussite de la fécondation.  

Izumo1 développe des interactions avec des partenaires en Cis, laissaŶt pƌĠsageƌ Ƌu’elle est 

iŵpliƋuĠe daŶs l’oƌgaŶisatioŶ de Đoŵpleǆes incluant des molécules de fusion (Stein et al. 2006; 

Ellerman et al. 2009). Paƌŵi Đes pƌotĠiŶes seule l’AŶgioteŶsiŶ-converting enzyme 3 (Ace3) a été 

identifiée, mais son implication a été écartée car les souris délétées de cette protéine ne sont pas 

stériles ( Inoue et al. 2010).  

Ces aƌguŵeŶts ĐoŶǀeƌgeŶt ǀeƌs l’hǇpothğse Ƌu’Izuŵoϭ seƌait iŵpliquée dans l’Ġtape de 

fusion en interagissant avec des partenaires de la membrane spermatique. Toutefois, une molécule 

peut développer une interaction avec un partenaire de la membrane ovocytaire et interagir avec 

d’autƌes paƌteŶaiƌes speƌŵatiƋues. L’eǆeŵple est donné pour les intégrines qui peuvent avoir à la 

fois une interaction avec un partenaire en Trans et se lier en Cis à d’autƌes pƌotĠiŶes telle Ƌue la 

tétraspanine CD9 (Berditchevski 2001; Nakamura et al. 2001; Takao et al. 1999).  

Nous aǀoŶs ǀoulu eǆploƌeƌ l’hǇpothğse Ƌu’Izuŵoϭ dĠǀeloppe uŶe iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ un 

partenaire ovocytaire (interaction en Trans) outƌe les lieŶs Ƌu’elle dĠǀeloppe aǀeĐ d’autƌes pƌotĠiŶes 

de la membrane spermatique (interaction en Cis). Notre stratégie a été de mettre au point un 

modèle cellulaire Ƌui Ŷous peƌŵet d’eǆpƌiŵeƌ la pƌotĠiŶe à la suƌfaĐe d’uŶe ŵeŵďƌaŶe et de soŶdeƌ 

uŶ ĠǀeŶtuel lieŶ aǀeĐ uŶe ŵolĠĐule de la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue de l’oǀoĐǇte. Pouƌ Đela,  nous avons 

généré deux variantes exogènes de la protéine Izumo1 et les avons surexprimées à la membrane de 

Đellules Ŷ’iŶteƌagissaŶt pas ou peu ŶatuƌelleŵeŶt aǀeĐ l’oǀoĐǇte. Les lieŶs dĠǀeloppĠs eŶtƌe Đes 

Đellules tƌaŶsfeĐtĠes aǀeĐ Izuŵoϭ et l’oǀoĐǇte oŶt  ĠtĠ aŶalǇsĠs au ŵoǇeŶ de la teĐhŶiƋue de ŵesuƌe 

de foƌĐe paƌ ŵiĐƌoŵaŶipulatioŶ de Đellules ĐouplĠe à l’iŵageƌie ĐoŶfoĐale.  

Le premier chapitre de cette 3ème paƌtie seƌa ĐoŶsaĐƌĠ à la ŵise au poiŶt du ŵodğle d’Ġtude : 

la recherche de la lignée cellulaire adéquate, le clonage des protéines exogènes et la validation du 

modèle. La technique de mesure de force par micromanipulation de Đellules ĐouplĠe à l’iŵageƌie 

confocale sera exposée dans le second chapitre. Enfin, les résultats obtenus et leur discussion feront 

l’oďjet du tƌoisiğŵe et deƌŶieƌ Đhapitƌe.   
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Chapitre 1 / La mise au point du modèle d’Ġtude 

Afin de mettre en évidence une éventuelle interaction en trans propre à Izumo1 avec un 

partenaire ovocytaire, le modèle cellulaire choisi devait remplir trois conditions: 

1. Ne pas iŶteƌagiƌ spoŶtaŶĠŵeŶt aǀeĐ l’oǀoĐǇte. 

2. Permettre à Izuŵoϭ eǆogğŶe d’ġtƌe adƌessĠe et eǆpƌiŵĠe au Ŷiǀeau de la membrane dans les 

conditions les plus proches des conditions physiologiques.   

3. Nous permettre de tƌaǀailleƌ à l’ĠĐhelle de la Đellule uŶiƋue.  

Nous avons opté pour les lignées de cellules eucaryotes. Elles pƌĠseŶteŶt l’aǀaŶtage d’ġtƌe 

faciles à manipuler, de proliférer de manière rapide et illimitée, de pouvoir être congelées et utilisées 

en cas de besoin et d’aǀoiƌ la ŵaĐhiŶeƌie de sǇŶthğse et d’adƌessage ŶĠĐessaiƌe à l’eǆpƌessioŶ des 

protéines transmembranaires. 

1. La recherche de la lignée candidat  

La technique de mesure de force par micromanipulation de deux cellules (le principe de cette 

technique sera développé dans le second chapitre de cette partie) a été utilisée pour sélectionner la 

lignée cellulaire qui devait nous servir de modèle pour exprimer la protéine exogène. Les cellules 

ĠtaieŶt  ŵises eŶ ĐoŶtaĐt peŶdaŶt ϱ ŵiŶ aǀeĐ l’oǀoĐǇte puis sĠpaƌĠes. Toutes les ligŶĠes Ƌui 

dĠǀeloppaieŶt uŶe foƌĐe d’adhĠsioŶ aǀeĐ l’oǀoĐǇte supĠƌieuƌe à ϭ ŶN ĠtaieŶt  ĠliŵiŶĠes. Nous avons 

sondé cinq lignées cellulaires eucaryotes adhérentes (les lignées adhérentes ont la caractéristique de 

proliférer en adhérant à leur support jusƋu’à aƌƌiǀeƌ à ĐoŶflueŶĐeͿ, deuǆ lignées eucaryotes en 

suspeŶsioŶ ;Đes ligŶĠes se ĐultiǀeŶt eŶ flasƋues et Ŷ’adhğƌeŶt pas à leuƌ suppoƌtͿ, Ŷous avons 

également testé des cellules primaires ;Đellules pƌĠleǀĠes suƌ l’aŶiŵal Ŷ’aǇaŶt doŶĐ pas les 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de pƌolifĠƌatioŶ et d’iŵŵoƌtalitĠ ŵais Ƌui peuǀeŶt toutefois peƌŵettƌe l’eǆpƌessioŶ 

de la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt ƋuaŶd elles soŶt tƌaŶsfeĐtĠes à un stade avancé de leur croissance).  

Les résultats obtenus pour chacune de ces lignées sont consignés à la figure 24.  

1. lignées de cellules adhérentes : HEK 293, COS-7, CHO, MDA et U2OS. Seule la lignée MDA ne 

dĠǀeloppe pas du tout d’adhĠsioŶ aǀeĐ l’oǀoĐyte. La lignée U2OS adhère relativement peu (10% 

des cas). Quant aux 3 autres lignées, elles adhèrent naturellement trop aux ovocytes pour 

pouǀoiƌ seƌǀiƌ à l’Ġtude. 

2. lignées de cellules en suspension : KϱϲϮ et Thpϭ. AuĐuŶe Ŷ’adhğƌe spoŶtaŶĠŵeŶt auǆ oǀoĐǇtes. 

3. Cellules primaires : les astrocytes. Ils adhèrent dans 17% des cas et nous avons préféré les 

écarter.  

Au final, Nous avons retenu les 4 lignées suivantes  K562, Thp1, MDA et U2OS. 
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Figure 24 : Le test d’adhĠsioŶ paƌ ŵiĐƌoŵaŶipulatioŶ eŶtƌe les ovoĐǇtes et diffĠƌeŶtes ligŶĠes Đellulaiƌes : les 

pouƌĐeŶtages d’iŶteƌaĐtioŶ oďteŶus pouƌ les tests douďlets ovoĐǇte-cellule effectués.  

2. La construction des plasmides  

Le clonage est une techniƋue de ďiologie ŵolĠĐulaiƌe Ƌui peƌŵet d’isoleƌ la sĠƋueŶĐe d’ADN 

d’iŶtĠƌġt daŶs uŶ plasŵide ǀeĐteuƌ au ŵoǇeŶ d’eŶzǇŵes de ƌestƌiĐtioŶ : les endonucléases. Elles 

coupent l’ADN au Ŷiǀeau d’uŶe sĠƋueŶĐe paƌtiĐuliğƌe et peƌŵetteŶt de l’iŶsĠƌeƌ daŶs uŶe ŵolĠĐule 

d’ADN ďaĐtĠƌieŶ ;plasŵide ǀeĐteuƌͿ. Dans notre cas, nous avons choisi les sites Nhe1 et Xho1 car ils 

soŶt ĐoŵŵuŶs auǆ deuǆ ǀeĐteuƌs d’eǆpƌessioŶ pouƌ lesƋuels Ŷous aǀoŶs optĠ. Le plasŵide oďteŶu 

est amplifié (c'est-à-dire multiplié de façon identique) dans un système bactérien dit « bactéries 

compétentes » (bactéries dont la paroi est fragilisée afin de permettre la pénétration des molécules 

d’ADNͿ se ƌĠpliƋuaŶt gƌâĐe auǆ eŶzǇŵes pƌopƌes à la ďaĐtĠƌie. Les ďaĐtĠƌies ĐoŵpĠteŶtes  Ƌue Ŷous 

avons utilisées sont des bactéries de la souche Escherichia Coli Top 10 qui ont été transformées par 

ĐhoĐ theƌŵiƋue et ŵises eŶ Đultuƌe afiŶ d’oďteŶiƌ uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe d’eǆeŵplaiƌes des plasŵides 

synthétisés. Les clones obtenus ont été séquencés par la compagnie GATC Biotech. 

a. Le vecteur pCAGGS-Izumo1-RFP 

Izuŵoϭ eǆogğŶe, eǆpƌiŵĠe à la ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe apƌğs tƌaŶsfeĐtioŶ ;iŶtƌoduĐtioŶ d’uŶ 

gène dans la cellule pour étudier sa fonction) devait avoir la même structure que la protéine native. 

DaŶs Ŷos ĐoŶditioŶs eǆpĠƌiŵeŶtales Ŷous tƌaǀailloŶs à l’ĠĐhelle de la Đellule uŶiƋue, oƌ toutes les 

cellules ayant subi le même protocole de transfection tƌaŶsitoiƌe Ŷ’eǆpƌiŵeŶt pas foƌĐĠŵeŶt la 

protéine voulue. Une solution pour reconnaître les cellules portant Izumo1 était d’iŵŵuŶo-marquer 
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la pƌotĠiŶe. CepeŶdaŶt, le ƌisƋue de ďloƋueƌ aǀeĐ les aŶtiĐoƌps la foŶĐtioŶ d’Izuŵo ou d’iŶduiƌe des 

interactions non voulues nous a conduit à écarter cette possibilité. La solution que nous avons 

adoptée a consisté à placer une étiquette fluorescente. La difficulté était de pouvoir placer cette 

ĠtiƋuette de ŵaŶiğƌe à Đe Ƌu’elle Ŷe gġŶe pas uŶe foŶĐtioŶ de la pƌotĠiŶe.  

Nous aǀoŶs doŶĐ optĠ pouƌ uŶ ǀeĐteuƌ d’eǆpƌessioŶ ďiĐistƌoŶiƋue Ƌui iŶduit l’eǆpƌessioŶ de 

la pƌotĠiŶe d’iŶtĠƌġt aiŶsi Ƌu’uŶe pƌotĠiŶe fluoƌesĐeŶte Ƌui fait offiĐe de seŶseuƌ et Ŷous peƌŵet de 

sélectionner les cellules exprimant la protéine exogène et de travailler en cellule unique. Nous avons 

ainsi effectué des tests de transfections préliminaires, avec des vecteurs vides, afin de déterminer le 

meilleur rendement pour chacun des plasmides. Nous avons donc opté pour le pCAGGS-RFP.  

La séquence codant pour la protéine Izumo1 « sauvage » murine entière a été obtenue par 

mutagénèse dirigée (le protocole est détaillé en annexe 5) à partir de la séquence sans le codon stop 

(acides aminés 1 – 396) synthétisée par Eurogentec en utilisant les amorces décrites dans l’AŶŶeǆe ϱ. 

Les produits PCR ont ensuite été sous-clonés dans les sites Nhe1 et Xho1 de pCAGGS-RFP. Le 

plasmide obtenu a été appelé pCAGGS-Izumo1-RFP et a peƌŵis l’eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe eǆogğŶe 

Izumo1 de la souris à la membrane cellulaire et de la protéine fluorescente RFP (Red Fluorescent 

Protein) cytosolique (Figure 25).  

 

Figure 25 : La séquence codant pour Izumo1 exogène est obtenue par mutagénèse dirigée à partir de la 

séquence Q9D9J7 (IZUM1_MOUSE) sans le codon stop acides aminés 1 – 396 et sous clonée dans les sites 

Nhe1 et Xho1 de pCAGGS-RFP. Le veĐteuƌ d’eǆpƌessioŶ oďteŶu pCAGG“-Izumo1-RFP peƌŵet d’eǆpƌiŵeƌ la 

protéine Izumo1 exogène à la membrane cellulaire et la protéine RFP dans le cytosol sous contrôle du 

même promoteur. 
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b. Le vecteur pIzumo1-EGFP  

Nous avons voulu pouvoir visualiser Izumo1 à la membrane de la cellule au moment du 

ĐoŶtaĐt aǀeĐ l’oǀoĐǇte (Satouh et al. 2012), nous avons généré une protéine exogène portant une 

étiquette EGFP. Afin de pouvoir étudier une interaction en Trans de la protéine, donc  une interaction 

mettant en jeu sa partie N-terminale, Ŷous aǀoŶs fait le Đhoiǆ de plaĐeƌ l’ĠtiƋuette daŶs la ƌĠgioŶ 

cytosolique (C-teƌŵiŶalͿ. Nous aǀoŶs Đhoisi uŶ ǀeĐteuƌ d’eǆpƌessioŶ Ƌui peƌŵet de Đoupler une 

protéine fluorescente à la position requise : pEGFP-N1 (Clontech). Celui-ci a donné les mêmes 

rendements de transfection que le plasmide pCAGGS-RFP avec le même agent de transfection.  

La même séquence codant pour la protéine Izumo1 sauvage murine sans le codon stop 

(acides aminés 1 – 396) a été sous clonée dans les sites Nhe1 et Xho1 de pEGFP-N1 (Annexe 5). Le 

plasŵide oďteŶu peƌŵet l’eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe eǆogğŶe Izuŵoϭ-EGFP, protéine Izumo1 murine 

portant une étiquette EGFP dans sa partie cytosolique, il a été appelé pIzumo1-EGFP (Figure 26). 

 

Figure 26 : La séquence codant pour Izumo1Q9D9J7 (IZUM1_MOUSE) sans le codon stop acides aminés 1 – 396 

et sous clonée dans les sites Nhe1 et Xho1 de pEGFP-Nϭ. Le veĐteuƌ d’eǆpƌessioŶ oďteŶu pIzuŵoϭ-EGFP permet 

d’eǆpƌiŵeƌ la pƌotĠiŶe Izuŵoϭ-EGFP à la membrane cellulaire.  

Les quatre lignées sélectionnées ont été transfectées  par transfection transitoire par les 

plasmides obtenus. Le protocole de transfection que nous avons utilisé pour la suite de notre travail 

est eŶ aŶŶeǆe ϯ. “eules les Đellules de la ligŶĠe Thpϭ, Ŷ’a pas ƌĠpoŶdu à Đe pƌotoĐole, le ƌeŶdeŵeŶt 

de transfection était inférieur à 1%. Celui-ci était aux alentours de 5% pour les cellules des lignées 

K562 et MDA  et supérieur à 50% pour les cellules U2OS. Nous avons décidé de travailler avec les 

cellules de la lignée K562 car les plus faciles à manipuler et d’utiliseƌ les ligŶĠes MDA et UϮO“ pouƌ 

effectuer les expériences témoin.  



76 
 

3. Validité du modèle   

a. La validatioŶ du pƌotoĐole d’IŵŵuŶo-marquage 

Après transfection, pour s’assuƌeƌ de la pƌĠseŶĐe d’Izuŵoϭ à la surface de la membrane des 

cellules transfectées, Ŷous aǀoŶs pƌoĐĠdĠ à l’iŵŵuŶo-marquage des cellules par un anticorps Anti-

Izumo1 monoclonal dirigé contre la partie extracellulaire de la protéine puis par un secondaire 

fluorescent ĐouplĠ. L’aŶalǇse a ĠtĠ faite paƌ iŵageƌie ĐoŶfoĐale ;ŵiĐƌosĐope LeiĐa “Pϱ IIͿ.  

AfiŶ de ǀalideƌ le pƌotoĐole d’iŵŵuŶo-ŵaƌƋuage, Ŷous l’aǀoŶs testĠ sur les spermatozoïdes 

où se trouve la protéine native. Pour cela, nous avons incubé des spermatozoïdes de la lignée Acr-

EGFP (décrits dans la deuxième partie chapitre 1 section a.ii). Les spermatozoïdes de cette lignée ont 

une acrosine portant une étiquette EGFP permettant de discriminer en fluorescence les 

spermatozoïdes acrosome réagis des autres. Les spermatozoïdes sont incubés une heure en présence 

de l’aŶtiĐoƌps aŶti-Izumo1 monoclonal (1/200) PBS  1x avec BSA à 1% à 37°C puis 30 minutes avec le 

secondaire couplé à la Rhodamine (1/50).  

Comme attendu, nos résultats montrent que tous les spermatozoïdes acrosome réagis 

expriment Izumo1 à la membrane et pas les autres (Figure 27 A). Izumo1 est exprimée au niveau de 

la région antérieure de la tête du spermatozoïde et au niveau de la région équatoriale (Figure 27 B et 

C).  

Ces ƌĠsultats  soŶt ĐohĠƌeŶts aǀeĐ  Đeuǆ oďteŶus paƌ l’ĠƋuipe d’Okaďe (Inoue et al. 2005; 

Satouh et al. 2012) et valident notre protocole de marquage.  

 

 

Figure 27 : A/ Spermatozoïdes marqués par Anti-Izumo 

monoclonal primaire et Goat anti-rat secondaire 

Rhodamine.  Les spermatozoïdes Acr-EGFP non  acrosome 

ƌĠagis oŶt l’aĐƌosoŵe veƌt. Izuŵoϭ est ƌĠvĠlĠ paƌ 

l’iŵŵuŶoŵaƌƋuage sur les spermatozoïdes acrosome 

réagis, il apparaît en rouge. Seuls les spermatozoïdes 

ayant fait leur réaction acrosomique sont marqués par 

l’aŶti-Izumo1. Microscope confocal Leica.  B / 

“peƌŵatozoïde ŵaƌƋuĠ paƌ l’AŶti-Izumo révélé par un 

secondaire anti-rat Rhodamine, Izumo1 apparait en rouge 

au niveau de la région acrosomale. C/Spermatozoïde 

Acrosine-EGFP Ŷ’aǇaŶt pas fait sa ƌĠaĐtioŶ aĐƌosoŵiƋue, 

l’aĐƌosoŵe appaƌaît eŶ veƌt.  
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b. L’aďseŶĐe de la pƌotĠiŶe Ŷative  

AfiŶ de s’assuƌeƌ Ƌue la pƌotĠiŶe Ŷatiǀe Ŷ’est pas pƌĠseŶte à la ŵeŵďƌaŶe des Đellules à l’aide 

desquelles nous avons mis au point notre modèle, les cellules de la lignée K562 ont été soumises au 

ŵġŵe pƌotoĐole d’iŵŵuŶo-marquage décrit précédemment. L’iŵŵuŶo-marquage négatif assurent 

que les cellules des 3 lignées sĠleĐtioŶŶĠes Ŷ’eǆpƌiŵeŶt pas la pƌotĠiŶe Ŷatiǀe. 

c. VĠƌifiĐatioŶ de l’eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes eǆogğŶes  

i. L’expression d’Izumo1 exogène par le vecteur pCAGGS-Izumo1-RFP 

Les cellules K562 sont transfectées et cultivées dans le RPMI, leur milieu habituel, comme 

décrit dans la 2ème partie matériel et méthodes au chapitre Ϯ. AfiŶ de ǀĠƌifieƌ l’eǆpƌessioŶ d’Izuŵoϭ à 

la ŵeŵďƌaŶe, les Đellules soŶt iŶĐuďĠes uŶe heuƌe eŶ pƌĠseŶĐe de l’aŶti-Izumo1 monoclonal (1/200) 

PB“  ϭǆ aǀeĐ B“A à ϭ% à ϯϳ°C et ƌĠǀĠlĠes aǀeĐ l’anticorps secondaire ĐouplĠ à l’Aleǆa ϰϴϴ (1/50). Les 

aĐƋuisitioŶs soŶt faites à l’aide d’uŶ ŵiĐƌosĐope ĐoŶfoĐal LeiĐa SP5II.  

Toutes les cellules exprimant la RFP, expriment également Izumo1. Aucune des cellules pour 

lesquelles le protocole de transfectioŶ a ĠĐhouĠ, Ŷ’est positiǀe à l’iŵŵuŶo-marquage. Des cellules 

K562 transfectées avec le pCAGGS-RFP seul et des cellules K562 ont également été testées à la 

ƌeĐheƌĐhe de fauǆ positifs. Il Ŷ’Ǉ a pas de couplage non spécifique des cellules K562 non transfectées 

ou transfectées par le vecteur vide Ŷi aǀeĐ l’aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶal anti-Izumo1 que nous avons utilisé, 

Ŷi aǀeĐ l’aŶtiĐoƌps fluoƌesĐeŶt seĐoŶdaiƌe.  

Les clones transitoires que nous avons donc obtenus expriment bien Izumo1 à leur 

membrane (Figure 28). Nous avons appelé ces cellules K562-Izumo1-RFP.   

 

Figure 28: Cellule K562-Izumo1-RFP, anti-Izumo 

monclonal, goat anti-rat Alexa488. Imagerie 

confocale, microscope Leica.  

A / La pƌotĠiŶe ƌĠvĠlĠe paƌ l’aŶtiĐoƌps est ďieŶ 

membranaire.  

B / La RFP apparaît dans le cytoplasme.  

C/ Image en transmission.  

D/ La protéine exogène est révélée à la membrane et 

la RFP apparaît dans le cytosol.  
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ii. L’expression d’Izumo1-EGFP par le vecteur pIzumo1-EGFP  

Nous avons transfecté les cellules K562 par le plasmide pIzumo1-EGFP de manière transitoire 

comme décrit précédemment. L’aŶalǇse paƌ iŵageƌie ĐoŶfoĐale ŵoŶtƌe Ƌue les Đellules oďteŶues 

eǆpƌiŵeŶt l’EGFP à la membrane mais également en intracellulaire (Figure 29).   

 

 

Figure 29: Cellule K562-Izumo1-EGFP. Imagerie 

confocale, microscope Leica. Izumo1-EGFP apparaît 

dans toute la cellule.  

 

 

AfiŶ de s’assuƌeƌ Ƌu’Izuŵoϭ poƌtaŶt l’ĠtiƋuette EGFP est bien adressé à la membrane, la 

ŵġŵe teĐhŶiƋue d’iŵŵuŶo-marquage utilisée pour les cellules K562-Izumo1-RFP a été appliquée. Le 

secondaire utilisé était un anticorps couplé à la Rhodamine. Ces cellules expriment bien la protéine 

d’iŶtĠƌġt à la ŵeŵďƌaŶe ;Figuƌe 30). Les cellules contrôles : cellules transfectées par le vecteur vide 

et les Đellules aǇaŶt suďi le pƌotoĐole de tƌaŶsfeĐtioŶ ŵais Ƌui Ŷ’eǆpƌiŵeŶt pas la pƌotĠiŶe, soŶt 

négatives. Nous avons appelé ces clones transitoires K562-Izumo1-EGFP.  

 

 

Figure 30: Cellule K562-Izumo1-EGFP. Imagerie 

confocale.  

A/ La cellule exprimant la protéine Izumo1-EGFP. 

B /La pƌotĠiŶe ƌĠvĠlĠe paƌ l’aŶti-Izumo1 

monoclonal et le goat anti-rat Rhodamine.  

C/ Image en transmission.  

D/ Izumo1-EGFP est visible dans le cytosol mais 

est bien présent au niveau de la membrane de la 

cellule. 

 

Nous avons ainsi obtenu deux constructions qui permettent au modèle cellulaire pour 

leƋuel Ŷous avoŶs optĠ d’eǆpƌiŵeƌ la pƌotĠiŶe Izuŵoϭ ĐoƌƌeĐteŵeŶt à la ŵeŵďƌaŶe.  
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d. La quantification Cellule/ spermatozoïdes par imagerie confocale 

Afin de pouvoiƌ Đoŵpaƌeƌ d’uŶ poiŶt de ǀue Ƌualitatif uŶe ĠǀeŶtuelle foŶĐtioŶ de la pƌotĠiŶe 

exogène, les deŶsitĠs d’eǆpƌessioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe du modèle cellulaire que nous avons généré et du 

spermatozoïde ont été comparées.  

Pour cela, nous avons appliqué le même protocole d’iŵŵuŶo-marquage à 20 cellules K562-

Izumo1-RFP et 20 spermatozoïdes (voir paragraphe b de cette même section). Les cellules ont été 

fixées au Paraformaldehyde à 4% (PFA) après immuno-marquage pour éviter la perméabilisation des 

cellules et de révéler la pƌotĠiŶe iŶtƌaĐellulaiƌe. L’oďseƌǀatioŶ a ĠtĠ faite au ŵiĐƌosĐope ĐoŶfoĐal 

Leica SP5 II dans les mêmes conditions de puissance d'excitation laser, de détection par les tubes 

photo-multiplicateurs (PMT) et  d'ouverture du pinhole.   

DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps Ŷous aǀoŶs dĠteƌŵiŶĠ l’ouǀeƌtuƌe du piŶhole ŵiŶiŵale pouƌ ġtƌe eŶ 

ĠpifluoƌesĐeŶĐe. Nous aǀoŶs effeĐtuĠ des aĐƋuisitioŶs à diffĠƌeŶtes ouǀeƌtuƌes jusƋu’à l’oďteŶtioŶ 

d’uŶ plateau Ƌui iŶdiƋue Ƌue Ŷous aǀoŶs le ŵaǆiŵuŵ de fluoƌesĐeŶĐe Ġŵise paƌ toute la Đellule. 

Ensuite nous avons déterminé la hauteur à laquelle il fallait faire les acquisitions. Pour cela nous 

avons fait des tranches (suĐĐessioŶ d’acquisitions à différentes hauteurs) pour les cellules puis  

effeĐtuĠ les ƌĠglages de gaiŶs des photoŵultipliĐateuƌs afiŶ Ƌu’il Ŷ’Ǉ ait pas de satuƌatioŶ de 

fluoƌesĐeŶĐe. Nous atteigŶoŶs l’ĠpifluoƌesĐeŶĐe pouƌ uŶe ouǀeƌtuƌe de pinhole à 300 µm objectif 

10x.  

L’aŶalǇse des iŵages a ĠtĠ faite au ŵoǇeŶ du logiĐiel Iŵage J. Pouƌ ĐhaƋue Đellule et 

speƌŵatozoïde l’iŶteŶsitĠ de floƌesĐeŶĐe totale a ĠtĠ dĠteƌŵiŶĠe eŶ ĐiƌĐoŶsĐƌiǀaŶt la zoŶe 

fluorescente et moyennée par unité de surface.  

Les histogrammes de densité de fluorescence des cellules K562 exprimant Izumo1 et des 

spermatozoïdes montrent des niveaux de densité de fluorescence légèrement plus élevés pour les 

spermatozoïdes que pour les cellules K562 exprimant la protéine exogène (Figure 31).  

Par conséquent si Izumo1 est capable de créer des liens entre les K562 et les ovocytes, il 

seŵďle ƌaisoŶŶaďle de peŶseƌ Ƌu’uŶe deŶsitĠ de lieŶs au ŵoiŶs aussi gƌaŶde pouƌƌa ġtƌe ĐƌĠĠe eŶtƌe 

les spermatozoïdes et les ovocytes. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Photo-multiplicateur
http://fr.wikipedia.org/wiki/Photo-multiplicateur
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Figure 31: Nombre de cellules par classe de densité de fluorescence. En rouge les cellules K562 exprimant 

Izumo1 et en vert les spermatozoïdes. Les  K562-Izumo1-RFP expriment des densités de fluorescence 

légèrement inférieures à celles exprimées par les spermatozoïdes, ŵais l’oƌdƌe de gƌaŶdeuƌ est Đoŵpaƌaďle. 

A/ Cellules K562-Izumo1-RFP. B/ Spermatozoïde.   
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Chapitre 2 / La technique de mesure de force par micromanipulation de 

cellules ou Dual Pipette Assay (DPA) 

1. Le principe de la technique de mesure de force par micromanipulation de 

cellules  

La technique de mesure de force par micromanipulation de cellules est une technique de 

micromanipulation conçue et mise au point au laboratoire par Frédéric Pincet (Chu et al. 2004; 

Martinez-Rico et al. 2005). Elle permet de mesurer la force nécessaire pour rompre les liens entre 

une cellule exprimant un ligand et une autre cellule exprimant son récepteur spécifique. 

Les deux cellules sont manipulées avec deux micropipettes sous microscope. Un système 

hydraulique permet de contrôler la pression dans les micropipettes et donc l'aspiration appliquée 

aux cellules. Les deux cellules sont mises en vis à vis, translatées puis mises en contact grâce à des 

micromanipulateurs qui permettent de contrôler leur déplacement dans les trois dimensions de 

l’espaĐe (Figure 32).  

 

Figure 32 : Schéma décrivant le principe du DPA. L’ovoĐǇte et la Đellule soŶt ŵaiŶteŶus paƌ deuǆ ŵiĐƌopipettes 

toutes deuǆ ƌeliĠes à uŶ sǇstğŵe de ƌĠseƌvoiƌs Ƌui peƌŵet de ĐoŶtƌôleƌ l’aspiƌatioŶ eǆeƌĐĠe suƌ les Đellules.  

La figuƌe ϯϯ illustƌe le pƌiŶĐipe et le dĠƌouleŵeŶt d’uŶe ŵesuƌe : Nous appellerons pipette A 

la pipette Ƌui ŵaiŶtieŶt l’oǀoĐǇte et pipette B Đelle Ƌui ŵaiŶtieŶt la Đellule. Les deux cellules sont 

maintenues en aspiration et se font face sur le même axe transrationnel. La force d’aspiration dans la 

pipette A est foƌte pouƌ ŵaiŶteŶiƌ l’oǀoĐǇte, l’aspiƌatioŶ daŶs la pipette B est iŶĐƌĠŵeŶtĠe paƌ palieƌs 

(Figure 33). A chaque palier les pipettes sont translatées et écartées, si les deux cellules restent en 

ĐoŶtaĐt, l’aspiƌatioŶ daŶs la pipette est augŵeŶtĠe et ĐeĐi jusƋu’à la sĠpaƌatioŶ des deux cellules. Si 

la pression dans la pipette B produit une aspiration inférieure à la force nécessaire pour dissocier les 

deuǆ Đellules, les Đellules ƌesteŶt eŶ ĐoŶtaĐt et l’aspiƌatioŶ est augŵeŶtĠe. Au ďout du Ŷiğŵe 



82 
 

iŶĐƌĠŵeŶt, l’aspiƌatioŶ daŶs la pipette B devient supérieure à la force de dissociation, les cellules se 

détachent. La force de séparation des deux cellules est alors estimée par la relation suivante : 

 

 

 

Figure 33: Mesure de force par micromanipulation de cellules : la ŵesuƌe ĐoŶsiste eŶ la ƌĠpĠtitioŶ d’uŶ ĐǇĐle 

permettant de déterminer la force de séparation des deux cellules mises en contact pendant une durée 

donnée. La mesure débute par la manipulation des deux cellules maintenues aspirées par des micropipettes 

se faisaŶt faĐe, daŶs Ŷotƌe Đas l’ovoĐǇte et la Đellule ;ϭͿ. Les deuǆ Đellules soŶt ŵises eŶ ĐoŶtaĐt ;ϮͿ. 

L’ovoĐǇte est ŵaiŶteŶu foƌteŵeŶt aspiƌĠ paƌ la pipette A. Au ĐǇĐle ;Ŷ-ϭͿ, l’aspiƌatioŶ daŶs la pipette B est 

Pn-1. La pipette B est écartée. Les deux cellules demeurent en contact (3). Au cycle n, la pipette B est 

ƌappƌoĐhĠe et l’aspiƌatioŶ daŶs la pipette B est ŵaiŶteŶaŶt PŶ. L’ĠĐaƌteŵeŶt de la pipette B ĐoŶduit à la 

sĠpaƌatioŶ du douďlet de Đellules. Les deuǆ deƌŶieƌs ĐǇĐles dĠĐƌits peƌŵetteŶt d’oďteŶiƌ la force de 

séparation.  
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2. Le système expérimental 

La chambre expérimentale est une boite de Pétri, dans laquelle sont déposées plusieurs 

gouttes de milieu M2 à 3% de BSA. Les ovocytes sont déposés dans une goutte de 30 µl par trois ou 

quatre. Les cellules sont déposées dans une goutte en vis-à-vis de celles des ovocytes.  

L’eǆpĠƌieŶĐe se dĠƌoule à ϯϳ°C sous huile MediĐult. Les ŵiĐƌopipettes soŶt disposĠes de 

ŵaŶiğƌe à Đe Ƌue la ŵiĐƌopipette de ĐoŶteŶtioŶ fasse faĐe à la ŵiĐƌopipette de la Đellule. L’aspiƌation 

est contrôlée grâce à un système hydraulique continu reliant les micropipettes à des réservoirs à eau. 

L’aspiƌatioŶ eǆeƌĐĠe paƌ les ŵiĐƌopipettes suƌ les Đellules est fiǆĠe ŵaŶuelleŵeŶt eŶ ŵodifiaŶt la 

pression dans les réservoirs à eau. Avant chaque expĠƌieŶĐe, l’aspiƌatioŶ daŶs le sǇstğŵe est ǀĠƌifiĠe 

pour ne pas introduire de biais de mesure. 

Les cellules et les ovocytes sont mis dans deux gouttes séparées. Les cellules sont 

sĠleĐtioŶŶĠes sous ĐoŶtƌôle de la fluoƌesĐeŶĐe au ŵoŵeŶt de l’eǆpĠƌieŶĐe. Elles sont ensuite 

tƌaŶslatĠes daŶs la goutte de l’oǀoĐǇte à l’aide de la pipette de ĐoŶteŶtioŶ. Elles sont maintenues 

sous aspiƌatioŶ ĐoŶtƌôlĠe et ŵises eŶ ĐoŶtaĐt aǀeĐ l’oǀoĐǇte peŶdaŶt un temps déterminé puis 

séparées (Figure 34). Ce dispositif est installé sur deux microscopes : un microscope optique inversé 

Leica DM-IRB disposaŶt d’objectifs 10x et 63x et un microscope confocal Leica SP5 II (Leica) disposant 

d’oďjeĐtifs ϭϬǆ, ϲϯǆ et ϰϬǆ à iŵŵeƌsioŶ. Le ŵiĐƌosĐope ĐoŶfoĐal LeiĐa SP5 II est contrôlé par le logiciel 

LAS AF Lite (Leica Microsystems).  

 

 

Figure 34 : Schéma décrivant le 

dispositif expérimental.  

1 et 3/ Les ovocytes et les cellules 

sont disposés dans deux gouttes de 

milieu séparées sous huile à 37°C.  

2 ET 3/ La cellule est transférée de 

la goutte des cellules vers la goutte 

des ovoĐǇtes à l’aide de la pipette 

de contention.  

4/ Les deux micropipettes se font 

face et sont translatées au moyen 

de micromanipulateurs. 
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Chapitre 3 / RĠsultats de l’appƌoĐhe Đellulaiƌe 

L’Ġtude de l’ĠǀeŶtuelle iŶteƌaĐtioŶ ŵĠdiĠe paƌ Izuŵoϭ eŶtƌe la Đellule eǆpƌiŵaŶt la pƌotĠiŶe 

eǆogğŶe et l’oǀoĐǇte a ĠtĠ aďoƌdĠe paƌ deuǆ ŵĠthodes eǆpĠƌiŵeŶtales. Nous pƌĠseŶteƌoŶs daŶs la 

première partie de ce chapitre les eǆpĠƌieŶĐes d’iŶĐuďatioŶ des Đellules KϱϲϮ eǆpƌiŵaŶt les pƌotĠiŶes 

exogènes avec les ovocytes qui nous ont permis de mettre en évidence la propriété adhésive de la 

protéine. La seconde partie sera consacrée aux résultats obtenus par la technique de mesure de 

foƌĐe paƌ ŵiĐƌoŵaŶipulatioŶ de Đellules ĐouplĠe à l’iŵageƌie ĐoŶfoĐale. Les pƌopƌiĠtĠs ƌĠǀĠlĠes paƌ 

cette approche  seront discutés dans une troisième partie.  

1. Izuŵoϭ iŶduit uŶe adhĠsioŶ spoŶtaŶĠe aveĐ l’ovoĐǇte  

Nous avons voulu déterminer dans un premier temps si les cellules exprimant Izumo1 

pouǀaieŶt dĠǀeloppeƌ uŶe adhĠsioŶ spoŶtaŶĠe aǀeĐ l’oǀoĐǇte. Des Đellules K562 exprimant Izumo1 

exogène et exprimant Izumo1-EGFP ont été triées par cytométrie et incubées avec des ovocytes 

(2 000 cellules par ovocyte) pendant une heure à 37°C en milieu CO2 indépendant sous agitation 

douce. Les ovocytes ont été ensuite rincés et les cellules qui sont restées accrochées comptées.  

Nos résultats montrent que les cellules K562 exprimant les protéines exogènes restent 

attaĐhĠes à l’oǀoĐǇte apƌğs tƌois ƌiŶçages. Cela ĐoŶĐeƌŶe aussi ďieŶ les Đellules Ƌui eǆpƌiŵeŶt Izuŵoϭ 

que celles qui expriment Izumo1-EGFP. Le tauǆ d’adhĠsioŶ ŵoǇeŶ est de ϭϵ Đellules paƌ oǀoĐǇte pouƌ 

les cellules K562-Izumo1-RFP et 20 cellules par ovocyte pour les cellules K562-Izumo1-EGFP (Figure 

35). Cette adhésion est très stable dans le temps, même après plusieurs heures les cellules 

demeurent collées. Nous aǀoŶs ĠgaleŵeŶt pu oďseƌǀeƌ uŶ ƌehausseŵeŶt de l’iŶteŶsitĠ de l’EGFP 

dans la zone de contact indiquant un recrutement probable de la protéine (Figure 35 C). Ces résultats 

soŶt ĐoŵplĠtĠs paƌ des tests d’iŶĐuďatioŶ de ĐoŶtƌôle : les cellules K562 non transfectées ayant été 

incubées avec les ovocytes provenant des mêmes souris dans les mêmes conditions. Aucune 

adhĠsioŶ Ŷ’est oďseƌǀĠe eŶtƌe les Đellules du gƌoupe ĐoŶtƌôle et les oǀoĐǇtes et Đe ŵġŵe aǀaŶt tout 

rinçage.  
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Figure 35 : Ovocytes incubés avec des 

cellules K562 exprimant les protéines 

exogènes. Imagerie Confocale (Leica SP5 

II).  

A et B : Cellules K562-Izumo1-RFP 

adhérant à un ovocyte, A image en 

fluorescence B en transmission ; toutes 

les cellules qui adhèrent expriment la RFP 

et donc expriment Izumo1 exogène.  

C et D : cellules K562-Izumo1-EGFP, C 

image en fluorescence B en 

transmission ; toutes les cellules 

adhĠƌaŶt à l’ovoĐǇte eǆpƌiŵeŶt Izuŵoϭ-

EGFP, une intensification de la 

fluorescence est visible au niveau de 

l’aiƌe de ĐoŶtaĐt iŶdiƋuaŶt uŶe 

densification de la protéine.  

 

Izuŵoϭ iŶduit ďieŶ uŶe adhĠsioŶ spoŶtaŶĠe aveĐ l’ovoĐǇte, celle-ci est stable car on ne la 

voit pas se défaire dans le temps. Les mêmes résultats étant observés avec les cellules K562-

Izumo1-RFP et les K562-Izumo1-EGFP, il semble que la partie cytosolique de la protéine exogène 

Izumo1-EGFP Ŷ’iŶteƌfğƌe pas aveĐ Đette adhésion. 

 

2. Etude de l’adhĠsioŶ iŶduite paƌ Izuŵoϭ paƌ la teĐhŶiƋue de ŵesuƌe de foƌĐe 

paƌ ŵiĐƌoŵaŶipulatioŶ de Đellules ĐouplĠe à l’iŵageƌie ĐoŶfoĐale 

a. Izumo1 induit une adhésion forte avec recrutement au niveau de la zone de contact 

La technique de mesure de force par micromanipulation de cellules constitue une approche 

iŶtĠƌessaŶte pouƌ Ŷotƌe ŵodğle d’Ġtude Đaƌ elle peƌŵet de ƋuaŶtifieƌ l’adhĠsioŶ  iŶduite paƌ la 

pƌotĠiŶe eǆogğŶe eŶtƌe les Đellules Ƌui l’eǆpƌiŵeŶt et l’oǀoĐǇte à l’ĠĐhelle de la Đellule unique dans 

des conditions mimant les conditions physiologiques où un seul spermatozoïde est en contact avec 

l’oǀoĐǇte. Nous pouǀoŶs ĐoŶtƌôleƌ le teŵps de ĐoŶtaĐt aiŶsi Ƌue la zoŶe de ĐoŶtaĐt et testeƌ aiŶsi 

diffĠƌeŶtes ƌĠgioŶs de la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte. Cette teĐhŶiƋue a toutefois l’iŶĐoŶǀĠŶieŶt d’iŶduiƌe 

un contact initial par une force non contrôlée. 
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Lors de cette expérience les cellules K562-Izumo1-RFP ont été testées par cette technique.  

Elles ont été mises en contact 1 min aǀeĐ l’oǀoĐǇte puis séparées. Les observations ont été faites 

sous ŵiĐƌosĐope LeiĐa iŶǀeƌsĠ ŵuŶi d’uŶe laŵpe à fluoƌesĐeŶĐe et d’uŶe ĐaŵĠƌa CCD sous oďjeĐtif 

63x (Figure 36). Nos résultats montrent que :  

1. 100% des doublets cellules K562-Izumo1-RFP exprimant la protéine exogène Izumo1/ovocytes 

testés adhèrent.  

2. Cette adhésion est forte car elle entraine une déformation importante de la cellule et de 

l’oǀoĐǇte loƌsƋu’oŶ essaie de les sĠpaƌeƌ (Figure 36). La force de dissociation moyenne est 

estimée 4,24 +/- 2,6 nN.  

3. Lors de la séparatioŶ, l’aiƌe de ĐoŶtaĐt diŵiŶue et se ƌĠtƌĠĐit eŶ paƌtaŶt des eǆtƌĠŵitĠs ǀeƌs le 

centre faisant penser à un effet de pelage précédemment décrit par Evan Evans entre 

des globules rouges et des cellules endothéliales (Mohandas & Evans 1984). Toutefois lors de la 

séparation un lien persiste sous forme de filament entre l’oǀoĐǇte et la Đellule KϱϲϮ-Izumo1-RFP 

(Figure 36B).  

4. Nous Ŷ’aǀoŶs pas oďseƌǀĠ d’adhĠsioŶ daŶs le gƌoupe ĐoŶtƌôle ĐoŶstituĠ paƌ les Đellules KϱϲϮ 

transfectées par le plasmide vide et les ovocytes provenant des mêmes souris et ce même après 

5min de temps de contact.  

 

 

 

 

Figure 36 : Mesure de force par micromanipulation. Doublet cellule K562-Izumo1-RFP/Ovocyte. Le taux 

d’adhĠsioŶ est de ϭϬϬ% et la foƌĐe de dissoĐiatioŶ ŵoǇeŶŶe de ϰ,Ϯϰ +/- 2,6 nN.  

A/ Séparation à une minute de contact : la foƌĐe d’aspiƌatioŶ Ŷe peƌŵet pas de sĠpaƌeƌ les deuǆ Đellules, 

celles-ci adhèrent fortement et se déforment.  

B/ La foƌĐe d’aspiƌatioŶ a ĠtĠ iŶĐƌĠŵeŶtĠe daŶs la pipette de la Đellule; les deuǆ Đellules se dĠtaĐheŶt mais 

un lien membranaire semble persister.   
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Les ƌĠsultats des eǆpĠƌieŶĐes d’iŶĐuďatioŶ oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue les Đellules eǆpƌiŵaŶt la pƌotĠiŶe 

Izumo1-EGFP adhğƌeŶt ĠgaleŵeŶt à l’oǀoĐǇte. Izuŵoϭ-EGFP semble se densifier au niveau de la zone 

de contact.  

Nous avons testé les doublets cellules K562-Izumo1-EGFP/ovocytes par la technique de 

ŵesuƌe de foƌĐe paƌ ŵiĐƌoŵaŶipulatioŶ Ƌue Ŷous aǀoŶs ĐouplĠe à l’iŵageƌie ĐoŶfoĐale. Nous aǀoŶs 

appliqué la même procédure expérimentale que décrite pour les cellules K562-Izumo1-RFP. Les 

observations ont été faites sous microscope confocal Leica SP5 II. L’oďjeĐtif de Đes eǆpĠƌieŶĐes Ġtait 

de ǀisualiseƌ l’aiƌe de ĐoŶtaĐt au ŵoŵeŶt de l’adhĠsioŶ et au ŵoŵeŶt de la sĠpaƌatioŶ afiŶ d’Ġǀalueƌ 

l’ĠŶeƌgie d’adhĠsioŶ mise en jeu, de suivre la dynamique de recrutement et de voir si ce recrutement 

Ġtait d’oƌigiŶe ŵeŵďƌaŶaiƌe dû à des pƌopƌiĠtĠs de diffusioŶ de la pƌotĠiŶe.  

Nos ƌĠsultats oŶt eŶ paƌtie ĐoŶfiƌŵĠ Đeuǆ oďteŶus paƌ les eǆpĠƌieŶĐes d’iŶĐuďatioŶ : les 

cellules K562-Izumo1-EGFP adhğƌeŶt foƌteŵeŶt à l’oǀoĐǇte et eŶtƌaiŶeŶt uŶe foƌte dĠfoƌŵatioŶ de 

l’oǀoĐǇte et de la Đellule. Nous aǀoŶs ĠgaleŵeŶt oďseƌǀĠ uŶe iŶteŶsifiĐatioŶ de la fluoƌesĐeŶĐe au 

Ŷiǀeau de la zoŶe de ĐoŶtaĐt augŵeŶtaŶt aǀeĐ le teŵps iŶdiƋuaŶt uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt d’Izuŵoϭ-EGFP au 

niveau de cette région (Figure 37 A et B). En revanche lors des essais de détachement, en 

iŶĐƌĠŵeŶtaŶt l’aspiƌatioŶ et eŶ essaǇaŶt d’ĠloigŶeƌ les Đellules, Ŷous aǀoŶs oďseƌǀĠ Ƌue la paƌtie de 

la membrane cellulaire exprimant Izumo1-EGFP reste attachĠe à l’oǀoĐǇte, l’aiƌe de ĐoŶtaĐt Ŷ’est eŶ 

fait pas diŵiŶuĠe Đoŵŵe le suggğƌeŶt tƌoŵpeuseŵeŶt les oďseƌǀatioŶs saŶs fluoƌesĐeŶĐe et il Ŷ’Ǉ a 

pas d’effet de pelage Đaƌ les ŵeŵďƌaŶes Ŷe soŶt pas dissoĐiĠes ;Figuƌe ϯ7 B). En exerçant une forte 

traction, un filaŵeŶt de la ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe est ĠtiƌĠ et ƌeste attaĐhĠ à l’oǀoĐǇte ;Figuƌeϯ7 B et C). 

Ce filament a pu être observé en fluorescence. Si on éloigne encore plus les cellules, le filament se 

rompt. Après séparation, un patch de fluorescence demeure donc au niveau de la membrane 

ovocytaire (Figure 37 CͿ. Il est doŶĐ eŶ ƌĠalitĠ iŵpossiďle d’oďteŶiƌ uŶe ĠŶeƌgie d’adhĠsioŶ ou ŵġŵe 

une force de rupture car celle-ci est supérieure à la force nécessaire pour déformer voire rompre la 

cellule. Nous pouvons juste affiƌŵeƌ Ƌu’elle est supĠƌieuƌe à la foƌĐe de ϰ,Ϯϰ +/- 2,6 nN  évaluée 

précédemment. 
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Figure 37 : Cellules K562-Izumo1-EGFP adhĠƌaŶt à l’ovoĐǇte apƌğs uŶe ŵiŶute de teŵps de ĐoŶtaĐt. Les Đellules 

sont micromanipulées par des micropipettes sous microscopie confocale. La zone de contact est indiquée par *. 

A/ Densification de la protéine au niveau de la zone de contact entre la cellule K562-Izumo1-EGFP et l’ovoĐǇte. 

B/ Détachement :  

1) les cellules sont en contact, nous observons le recrutement de la protéine au niveau de la zone 

d’adhĠsioŶ.  

2) Début de séparation : l’ovoĐǇte et la Đellule se dĠfoƌŵeŶt foƌtement mais la zone de contact est la 

même.  

3) L’aspiƌatioŶ est iŶĐƌĠŵeŶtĠe daŶs la ŵiĐƌopipette de la Đellule, la zoŶe de ĐoŶtaĐt est dĠfoƌŵĠe ŵais 

Ŷ’est pas ŵodifiĠe.  

4) La cellule est fortement aspirée et séparée : la zoŶe de ĐoŶtaĐt ƌestĠ ĐollĠe suƌ l’ovoĐyte.  

C/ Après le détachement un filament de membrane est étiré. a / La zoŶe de ĐoŶtaĐt Ŷ’est pas ŵodifiĠe. ď/ La 

ŵeŵďƌaŶe de la Đellule est ƌestĠe ĐollĠe à l’ovoĐǇte apƌğs ƌuptuƌe du filaŵeŶt. 
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Izuŵoϭ iŶduit uŶe adhĠsioŶ foƌte Ƌue Ŷous Ŷ’avoŶs pas pu quantifier. Nos résultats nous 

peƌŵetteŶt d’affiƌŵeƌ Ƌue daŶs Ŷos ĐoŶditioŶs eǆpĠƌiŵeŶtales la foƌĐe ŶĠĐessaiƌe pouƌ sĠpaƌeƌ la 

Đellule eǆpƌiŵaŶt Izuŵoϭ eǆogğŶe et l’ovoĐǇte est supĠƌieuƌe à Đelle ŶĠĐessaiƌe pouƌ ƌoŵpƌe 

l’iŶtĠgƌitĠ de la ŵeŵďƌaŶe de la Đellule. L’aiƌe de ĐoŶtaĐt  Ŷe diŵiŶue pas loƌs de la sĠpaƌatioŶ des 

cellules. 

b. Cinétique de recrutement et cinétique de fluorescence  

Nos ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌu’Izuŵoϭ est ƌeĐƌutĠe au Ŷiǀeau de la zoŶe de ĐoŶtaĐt. AfiŶ de 

suivre ce recrutement nous avons suivi par microscopie confocale la cinétique de la fluorescence de 

la protéine Izumo1-EGFP. Les cellules K562-Izumo1-EGFP et les ovocytes ont été mis en contact par 

micromanipulation comme décrit précédemment. La cinétique de fluorescence est suivie par 

imagerie confocale. Les résultats des analyses des films qui sont présentés dans la suite ont été 

obtenus par traitement avec les logiciels LAS AF Lite (Leica Microsystems) et Image J (National 

Institute of Health).  

L’ĠǀolutioŶ de l’aiƌe de ĐoŶtaĐt a ĠtĠ oďteŶue eŶ aŶalǇsaŶt l’ĠǀolutioŶ de zoŶe 

d’eŶƌiĐhisseŵeŶt totale en fonction du temps. L’aiƌe effeĐtiǀe d’eŶƌiĐhisseŵeŶt dans la zone de 

contact augmente jusƋu’à atteŶdƌe uŶ  plateau ĐoƌƌespoŶdaŶt à l’aiƌe de ĐoŶtaĐt totale au ďout de 5 

min environ. La taille de l’aiƌe de contact donc de la surface maximum enrichie en Izumo1 dépend 

des capacités de déformation de la cellule, limitées par la présence de son cytosquelette (Figure 38 

A).   

 

Figure 38 A/ L’aiƌe effeĐtive de la 

zone d’eŶƌiĐhisseŵeŶt eŶ 

Izumlo1 augmente rapidement 

pour atteindre un plateau 

correspondant à la totalité de 

l’aiƌe de ĐoŶtaĐt au ďout de ϱ 

minutes environ. 

 

L’ĠǀolutioŶ du ƌeĐƌuteŵeŶt de la pƌotĠiŶe a ĠtĠ dĠduite de l’aŶalǇse de l’iŶteŶsitĠ totale de 

fluorescence au niveau de la zone de contact en fonction du temps. Pour chaque temps, des 

acquisitions par tranche verticale de 1 à 2 µm ont été faites afin de couvrir toute la hauteur de la 

http://www.leica-microsystems.com/products/microscope-software/life-sciences/las-af-advanced-fluorescence/
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zoŶe de ĐoŶtaĐt. L’iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe totale a ĠtĠ aiŶsi ƌepoƌtĠe eŶ foŶĐtioŶ du teŵps et 

normalisée par l’aiƌe de ĐoŶtaĐt effeĐtiǀeŵeŶt eŶƌiĐhie au teŵps assoĐiĠ. Nos résultats montrent que 

la zone de contact est saturée en protéine Izumo1 après environ 20 min de contact (Figure 38 B).  

 

Figure 38 B/ Le recrutement de la 

protéine au niveau de la zone de 

ĐoŶtaĐt augŵeŶte jusƋu’à la 

20ème minute, la pente ralentit 

ensuite pour atteindre le plateau.  

 

 

EŶ aŶalǇsaŶt l’iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe paƌ seĐtioŶ à diffĠƌeŶts teŵps Ŷous aǀoŶs pu suiǀre 

la formation de cette zone de contact. Pour chaque temps, à l’équateur de la cellule, une ligne est 

tracée au niveau de la zone de contact, une autre légèrement décalée ǀeƌs l’iŶtĠƌieuƌ de la Đellule. 

Les profils de fluorescence sont relevées et le profil correspondant à la seconde ligne est retranché à 

Đelui de la pƌeŵiğƌe de façoŶ à oďteŶiƌ le pƌofil d’eŶƌiĐhisseŵeŶt d’Izuŵoϭ uŶiƋueŵeŶt. Ces pƌofils 

d’eŶƌiĐhisseŵeŶt soŶt  reportés à différents temps sur les graphiques de la figure 39 B. On note que 

l’enrichissement  commence par des points de nucléation et ce dès les premières secondes après 

mise en contact. Ces points augmentent de taille et en intensité et confluent pour couvrir toute la 

zone de contact (Figure 39 A).  
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Figure 39 : Le ƌeĐƌuteŵeŶt d’Izuŵoϭ au Ŷiveau de la zoŶe de ĐoŶtaĐt se fait paƌ des poiŶts de ŶuĐlĠatioŶ.  

A/ “eĐtioŶ d’uŶe Đellule KϱϲϮ-Izumo1-EGFP : dès les premières secondes Izumo1 commence à être recruté 

au niveau de la zone de contact. Les points de nucléations sont indiqués par des flèches. A la 4ème minute 

la zoŶe de ƌeĐƌuteŵeŶt s’est ŶetteŵeŶt deŶsifiĠe. A Ϯϴ ŵiŶutes toute la zoŶe de ĐoŶtaĐt est satuƌĠe eŶ 

protéine.  

B/ GƌaphiƋue ŵoŶtƌaŶt l’ĠvolutioŶ de Đes points de nucléation par section.  

 

3. L’adhĠsioŶ observée est indépendante du modèle cellulaire 

Izumo1 est une protéine qui développe des interactions eŶ Cis aǀeĐ d’autƌes pƌotĠiŶes 

spermatiques (Inoue et al. 2010; Ellerman et al. 2009). Est-il possiďle Ƌue l’adhĠsioŶ Ƌue Ŷous aǀoŶs 

observée ne ƌĠsulte pas diƌeĐteŵeŶt d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ eŶ tƌaŶs d’Izuŵo, ŵais de Đelle d’uŶe pƌotĠiŶe 

pƌĠseŶte à la ŵeŵďƌaŶe des KϱϲϮ aǀeĐ laƋuelle Izuŵoϭ s’assoĐieƌait et Ƌu’il activerait ? Pour tester 

cette éventualité, nous avons utilisé deux autres modèles cellulaires : les cellules MDA et les cellules 

U2OS (Chapitre 1 de cette partie). Nous avons appliqué le même protocole de transfection 
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transitoire que celui utilisé pour les cellules K562 et nous avons testé les cellules exprimant Izumo1-

EGFP par le même protocole expérimental.  

Nous obtenons les mêmes résultats que pour les cellules K562 : une adhésion  stable dans le 

temps, suffisamment forte pour  entrainer une importante déformation des cellules, une rupture de 

leur membrane lors des tentatives de détachement et une relocalisation de la protéine au niveau de 

la zone de contact (Figure 40).  

 

 

Figure 40  

A et B : Cellules de la lignée MDA-Izumo1-EGFP 

adhğƌeŶt à l’ovoĐǇte. A/ Image en fluorescence : 

Izumo1-EGFP est recruté au niveau de la zone de 

contact. B / Cellule MDA-Izumo1-EGFP en 

transmission. 

 C et D : Cellules de la lignée U2OS-Izumo1-EGFP 

adhğƌeŶt à l’ovoĐǇte. C/ Iŵage eŶ fluoƌesĐeŶĐe : 

Izumo1-EGFP est recrutée au niveau de la zone 

de contact. D / Cellule U2OS-Izumo1-EGFP en 

transmission.  

 

Ces ƌĠsultats ƌeŶdeŶt doŶĐ assez iŵpƌoďaďle uŶe aĐtioŶ iŶdiƌeĐte d’Izuŵoϭ. EŶ effet uŶe 

telle ĠveŶtualitĠ ŶĠĐessiteƌait Ƌue le paƌteŶaiƌe eŶ d’Izuŵoϭ iŶteƌagissaŶt eŶ tƌaŶs aveĐ l’ovoĐǇte 

soit ŶoŶ seuleŵeŶt pƌĠseŶt suƌ les ϯ tǇpes Đellulaiƌes testĠs, ŵais ĠgaleŵeŶt  iŶaĐtif taŶt Ƌu’il 

Ŷ’iŶteƌagit pas aveĐ Izuŵoϭ puisƋue les Đellules Ŷ’adhğƌeŶt pas auǆ ovoĐǇtes avaŶt tƌaŶsfeĐtioŶ.  

Conclusion et discussion des résultats obtenus par l’appƌoĐhe Đellulaiƌe 

Le ŵodğle Ƌue Ŷous aǀoŶs ŵis au poiŶt Ŷous a peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ Ƌu’Izuŵoϭ dĠǀeloppe uŶe 

adhésion aǀeĐ l’oǀoĐǇte. EŶ effet, Ŷos ƌĠsultats iŶdiƋueŶt Ƌu’Izuŵoϭ joue uŶ ƌôle dğs l’Ġtape 

d’adhĠsioŶ et Đe eŶ iŶteƌagissaŶt elle-même avec un ou plusieurs partenaires de la membrane de 

l’oǀoĐǇte. Cette iŶteƌaĐtioŶ eŶ TƌaŶs Ŷ’eǆĐlut pas uŶe iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ des ŵolĠĐules paƌteŶaiƌes de 

la membrane spermatique qui seraient elles-ŵġŵes iŵpliƋuĠes daŶs les Ġtapes d’adhĠsioŶ et/ou de 

fusion (Stein et al. 2006; Ellerman et al. 2009).  
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Ce partenaire est largement exprimé par la membrane ovocytaire. Lors des expériences de 

co-iŶĐuďatioŶ Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶ oǀoĐǇte se liait en moyenne à une vingtaine de cellules 

exprimant la protéine recombinante, la molécule partenaire est donc présente au niveau de toute la 

ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte ;à l’eǆĐeptioŶ de la zoŶe aŵiĐƌoǀillaiƌeͿ. Les aŶalǇses eŶ fluoƌesĐeŶĐe oŶt 

ŵoŶtƌĠ Ƌu’Izuŵoϭ Ġtait ƌeĐƌutĠ dğs les pƌeŵiğƌes seĐoŶdes et pouǀait ĐoŶtiŶueƌ à l’ġtƌe peŶdaŶt ϮϬ 

minutes avant d’atteindre la saturation de la zone de contact. Sachant que notre modèle cellulaire 

exprime la protéine exogène dans des concentrations légèrement inférieures à celles de la protéine 

Ŷatiǀe eǆpƌiŵĠe paƌ le speƌŵatozoïde, Ŷous pouǀoŶs aǀaŶĐeƌ l’hǇpothğse Ƌue Đe paƌteŶaiƌe est 

exprimé en quantité suffisamment concentrée pour fixer très rapidement de manière forte le 

spermatozoïde dès les premières secondes de contact.  

Ce ƌeĐƌuteŵeŶt au Ŷiǀeau de la zoŶe de ĐoŶtaĐt Ƌue Ŷous aǀoŶs oďseƌǀĠ pƌouǀe Ƌu’Izuŵoϭ 

est une protéine membranaire mobile qui relocalise. Cette particularité a été montrée paƌ l’ĠƋuipe 

d’Okaďe (Satouh et al. 2012). Izumo1 relocalise pour couvrir la tête du spermatozoïde et plus 

particulièrement la zone équatoriale. La zone équatoriale est la région où il a été montré que la 

fusioŶ aǀait lieu. Les pƌotĠiŶes iŵpliƋuĠes daŶs les pƌoĐessus d’adhĠsioŶ et de fusioŶ ǀoŶt se 

concentrer au niveau de cette région au moment de la rencontre des deux gamètes. Ainsi Izumo1 est 

au bon endroit, en quantité importante au moment de la rencontre des gamètes. Au vu de l’adhĠsioŶ 

obtenue, Izumo1 doit doŶĐ ġtƌe Đapaďle de faiƌe adhĠƌeƌ foƌteŵeŶt le speƌŵatozoïde à l’oǀoĐǇte. 

Ces aƌguŵeŶts Ŷous peƌŵetteŶt d’aǀaŶĐeƌ l’hǇpothğse Ƌu’Izuŵoϭ est uŶe pƌotĠiŶe 

iŵpliƋuĠe diƌeĐteŵeŶt daŶs l’Ġtape d’adhĠsioŶ aǀeĐ uŶ paƌteŶaiƌe laƌgeŵeŶt eǆpƌiŵĠ au Ŷiǀeau de 

la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte et dĠǀeloppe aiŶsi uŶe adhĠsioŶ foƌte Ƌui peƌŵet la staďilisation du 

speƌŵatozoïde et eŶtaŵeƌ le pƌoĐessus de fusioŶ. Il Ŷ’est pas eǆĐlu Ƌu’elle iŶteƌagisse ĠgaleŵeŶt 

avec des protéines partenaires de la membrane spermatique qui seraient elles-mêmes impliquées 

daŶs l’adhĠsioŶ, la fusioŶ ǀoiƌe les deuǆ.  
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4ème Partie / L’appƌoĐhe ŵolĠĐulaiƌe paƌ la pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GƌâĐe à Ŷotƌe ŵodğle Đellulaiƌe, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌu’Izuŵoϭ ĐoŶfğƌe auǆ Đellules Ƌui 

l’eǆpƌiŵeŶt la ĐapaĐitĠ d’adhĠƌeƌ auǆ oǀoĐǇtes.  

Nous aǀoŶs souhaitĠ soŶdeƌ l’iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte eŶtƌe Izuŵoϭ et la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte, 

eŶ isolaŶt Izuŵoϭ de tout ĐoŶteǆte Đellulaiƌe. L’idĠe de l’eǆpĠƌieŶĐe Ġtait de ƌeŵplaĐeƌ la ŵeŵďƌaŶe 

Đellulaiƌe paƌ des ďilles de ǀeƌƌes foŶĐtioŶŶalisĠes aǀeĐ Izuŵoϭ et ĐaƌaĐtĠƌiseƌ à l’ĠĐhelle du lieŶ 

unique, la liaisoŶ Ƌu’uŶe ŵolĠĐule d’Izuŵoϭ est Đapaďle d’Ġtaďliƌ aǀeĐ uŶe ŵolĠĐule ou uŶ Đoŵpleǆe 

moléculaire de la membrane ovocytaire. 

Cette partie sera divisée en 3 chapitres. Le premier sera consacré à la molécule 

recombinante élaborée pour cette étude,  de sa ĐoŶĐeptioŶ jusƋu’à la foŶĐtioŶŶalisatioŶ des ďilles de 

verre. Le second chapitre présentera le Biomembrane Force Probe (BFP), technique expérimentale 

utilisĠe pouƌ soŶdeƌ l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Izuŵoϭ et l’oǀoĐǇte à l’ĠĐhelle du lieŶ uŶiƋue. QuaŶt au 

troisième chapitre, il exposera les expériences et les résultats obtenus. 
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 Chapitre 1 / Le doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe d’Izuŵo1 

1. Conception de la protéine recombinante 

Coŵŵe Ŷous l’aǀoŶs ǀu au Đhapitƌe 3 de la 1ère partie, Izumo1 est une protéine 

transmembranaire coŶstituĠe d’uŶ doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe immunoglobuline, d’uŶ doŵaiŶe 

tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe ;Izuŵoϭ tƌaǀeƌse ϭ seule fois la ŵeŵďƌaŶeͿ et d’uŶe Đouƌte Ƌueue ĐǇtosoliƋue. La 

protéine globale est insoluble mais son domaine extracellulaire, qui est la partie susceptible de 

doŶŶeƌ lieu à uŶe iŶteƌaĐtioŶ eŶ tƌaŶs aǀeĐ l’oǀoĐǇte, lui est soluďle. DaŶs la peƌspeĐtiǀe d’uŶe 

foŶĐtioŶŶalisatioŶ de ďilles telle Ƌue Ŷous l’eŶǀisageoŶs, la soluďilitĠ de la pƌotĠiŶe est uŶ paƌaŵğtƌe 

iŵpoƌtaŶt. C’est pouƌƋuoi eŶ ǀue de ŵeŶeƌ Đette paƌtie de l’Ġtude, il a ĠtĠ dĠĐidĠ de pƌoduiƌe le 

doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe d’Izuŵoϭ plutôt Ƌue la pƌotĠiŶe daŶs sa gloďalitĠ. 

AfiŶ d’oďteŶiƌ le doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe ƌeĐoŵďiŶaŶt d’Izuŵoϭ le plus pƌoĐhe de Đelui de la 

protéine native, un système eucaryote (lignée cellulaire HEK 293F) permettant de maintenir les 

modifications post-tƌaduĐtioŶŶelles a ĠtĠ Đhoisi pouƌ assuƌeƌ la pƌoduĐtioŶ de la ŵolĠĐule. L’utilitĠ 

des modifications post-traductionnelles dans la fonction de la protéine a été soulignée dans la 1ère 

partie au chapitre 3.  

La production de la protéine est suivie de trois étapes :  

 une purification permettant de la séparer de toutes les autres protéines excrétées 

par la cellule 

 une identification pour permettre un éventuel immuno-marquage, 

 une biotinylation en vue de son accrochage aux billes de verre (préalablement 

recouvertes de streptavidine).  

C’est pouƌƋuoi ϯ ĠtiƋuettes oŶt ĠtĠ iŶtĠgƌĠes à la paƌtie C-terminal du domaine 

eǆtƌaĐellulaiƌe d’Izuŵoϭ : une étiquette histidine pour la purification, une étiquette myc pour 

l’iŵŵuŶo-marquage et une étiquette Bad pour sa biotinylation. Nous reviendrons en détail sur ces 3 

étiquettes dans les paragraphes 3 et 4 qui vont suivre. Le schéma représentant le domaine 

eǆtƌaĐellulaiƌe d’Izuŵoϭ à pƌoduiƌe et Ƌue Ŷous appelleƌoŶs paƌ la suite  l’ECD-Iz1 est représenté 

figure 41. 
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Figure 41 : “ĐhĠŵa de l’ECD-Iz1. La construction 

de l’ECD-Izumo1-Tg (His-myc-Bad)  comprend le 

domaine extracellulaire de 1-320 acides aminés 

avec trois étiquettes : l’histidiŶe peƌmet la 

purificatioŶ de la pƌotĠiŶe, l’ĠtiƋuette ŵyc 

l’iŵŵuŶo-ŵaƌƋuage et l’ĠtiƋuette Bad la 

biotinylation. 

 

a. Production 

Le domaine extracellulaire recombinant ECD-Iz1 a été générĠ à paƌtiƌ de l’Izuŵoϭ sauǀage 

murin (sĠƋueŶĐe d’aĐides aŵiŶĠs de ϭ à ϯϮϬ.  Annexe 1). La construction de la séquence a été faite 

au laďoƌatoiƌe de l’uŶitĠ ŵiǆte IN“ERM UϲϬϮ ͞Réponses Cellulaires au Microenvironnement et 

Cancer͟ de l’hôpital Paul Bƌousse à Villejuif, paƌ ViƌgiŶie Baƌƌaud-Lange alors post-doctorante dans 

l’ĠƋuipe et Claude Boucheix. ECD-Iz1 a été cloné dans un vecteur pCDNA3 (Invitrogen) (sous 

promoteur CMV).  

La protéine recombinante a été obtenue par transfection stable de la lignée cellulaire HEK 

ϮϵϯF, ŵaiŶteŶue eŶ Đultuƌe au laďoƌatoiƌe de l’uŶitĠ ŵiǆte IN“ERM U602. La protéine ECD-Iz1 

recombinante est excrétée dans le surnageant. Sa présence y a été vérifiée par western-blot après 

électrophorèse en gel de polyacrylamide contenant du laurylsulfate de sodium (SDS-PAGE) au moyen 

d’uŶ aŶtiĐoƌps aŶti-Izumo1 polyclonal. 

b. Purification 

DaŶs Đe paƌagƌaphe, je dĠĐƌis le pƌotoĐole Ƌue j’ai suiǀi pouƌ puƌifieƌ les ŵolĠĐules Ƌue j’ai 

ensuite utilisĠes pouƌ l’eŶseŵďle des eǆpĠƌieŶĐes Ƌue je pƌĠseŶteƌai au Đhapitƌe ϯ de Đette ϰème 

paƌtie. Cette puƌifiĐatioŶ de l’ECD-Iz1 correspond à la 7ème réalisée à Villejuif (notée P7VII dans la 

suite) et pƌoǀieŶt d’uŶe Đultuƌe Đellulaiƌe du ŵois de ŵaƌs ϮϬϭϭ. Pouƌ des ƌaisoŶs Ƌue j’eǆpliƋueƌai 

plus loiŶ, il s’agit de la pƌeŵiğƌe puƌifiĐatioŶ aǀeĐ laƋuelle il a ĠtĠ possiďle d’oďteŶiƌ des 

fonctionnalisations de billes contrôlées et  des résultats  reproductibles.  

Les protéines sont excrétées en permanence par les cellules HEK 293F dans le surnageant. 

Lors de chaque «passage» des cellules (procédé visant à diluer les cellules avec du milieu nutritif 

ƌeŶouǀelĠ et à ĠliŵiŶeƌ les Đellules ŵoƌtesͿ, le suƌŶageaŶt est filtƌĠ afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ les pƌotĠiŶes de 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Laurylsulfate_de_sodium
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grande tailles et les dĠďƌis Đellulaiƌes ;Filtƌes Ϭ,ϰϱµŵͿ.  La pƌotĠiŶe est ƌĠĐupĠƌĠe au ŵoǇeŶ d’uŶe 

colonne Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic acid) (QIAexpress System, Qiagen, France) puis éluée par une 

solution  d'Imidazole (250mM) dans du PBS. La quantité de protéines obtenue est évaluée par 

ŵigƌatioŶ suƌ gel d’ĠleĐtƌophoƌğse aǀeĐ ƌĠǀĠlatioŶ au Bleu de Cooŵassie et Đoŵpaƌée avec une 

gamme de BSA. La concentration a été évaluée à environ 250µg/mL. La protéine est ensuite dialysée 

contre un tampon Tris-Hcl 10mM pH7.7 en agitation douce au moyen de membranes de dialyse 

;“peĐtƌa/PoƌͿ afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ les sels des tampons. La quantité de protéine a également été dosée par 

une méthode indépendante : le NanoDrop spectrophotomètre (Thermo Scientific). La valeur de 214 

µg/mL trouvée est en bon accord la précédente estimation. 

AfiŶ de s’assuƌeƌ Ƌue la pƌotĠiŶe oďteŶue est ďieŶ ĐoŶfoƌŵe au doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe 

d’Izuŵoϭ souhaitĠ, la pƌotĠiŶe puƌifiĠe a ĠtĠ ƌĠǀĠlĠe suƌ gel “D“-PAGE paƌ l’aŶti-Izumo1 monoclonal. 

L’ECD-Iz1 est bien ƌeĐoŶŶu paƌ l’aŶtiĐoƌps ;Figuƌe ϰ2).  

 

Figure 42 : La puƌifiĐatioŶ PϳVII, ƌĠvĠlĠe paƌ l’aŶtiĐoƌps 

anti-Izumo1 sur gel SDS-PAGE : ECD-Iz1 est reconnu 

paƌ l’aŶtiĐoƌps aŶti-Izumo1. 

c. Biotinylation 

Nous avons vu que pour les besoins de l’eǆpĠƌieŶĐe, la pƌotĠine recombinante ECD-Iz1 devait 

être biotinylée. Cette biotinylation est basée sur un procédé enzymatique utilisant la biotine ligase 

(BirA) (GeneCopoeia, Tebu-Bio, France) et a été effectuée selon les indications du fabricant. Un excès 

d’eŶzǇŵe est ŵis eŶ pƌĠseŶĐe de l’ECD-Izϭ eŶ ǀue d’oďteŶiƌ le ŵeilleuƌ ƌeŶdeŵeŶt possiďle. 

L’eŶzǇŵe BiƌA ǀa peƌŵettƌe le Đouplage de la ďiotiŶe à l’ECD-Izϭ. La liaisoŶ se fait paƌ l’ĠtiƋuette Bad 

et ne modifie pas la séquence de la protéine. Le mélange est incubé 7 heures à 37°C au bain marie. La 

pƌotĠiŶe est eŶsuite dialǇsĠe ĐoŶtƌe du PB“ ϭǆ afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ eŶtiğƌeŵeŶt l’eŶzǇŵe BiƌA et les sels 

présents dans les tampons. La vérification de la biotinylation se fait par révélation à la strepatividine 

ĐouplĠe à l’Aleǆa-Fluor700 (Invitrogen, France).  

L’ECD-Izϭ ƌeĐoŵďiŶaŶt ĐouplĠ à la ďiotiŶe est ƌĠǀĠlĠ suƌ gel eŶ pƌĠseŶĐe d’uŶe pƌotĠiŶe 

contrôle, dans notre Đas Ŷous aǀoŶs utilisĠ l’ECD-Izϭ pƌoǀeŶaŶt d’uŶe puƌifiĐatioŶ pƌĠĐĠdeŶte ;Figuƌe 

43). 
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Figuƌe ϰϯ: l’ECD-Iz1 biotinylé 

révélé par Straptavidine (Alexa 

Fluor 700 Streptavidin). La 

protéine contrôle est une protéine 

ĐoŶŶue poƌtaŶt la ďiotiŶe, iĐi Đ’est 

ECD-Iz1  de la purification 

précédente. 

  

AfiŶ d’Ġǀalueƌ le ƌeŶdeŵeŶt de la ďiotiŶǇlatioŶ paƌ le sǇstğŵe BiƌA, nous avons fait migrer 

sur gel SDS-PAGE une solution mixte de strepatavidine et de ECD-Iz1 biotinylé. Les données montrent 

Ƌue ŵoiŶs de ϯ% d’ECD-Iz1 ne sont pas biotinylés. Le rendement est donc excellent. 

Nous avons pu également déterminer le nombre de molĠĐules d’ECD-Iz1 biotinylées fixées 

par la streptavidine en analysant la migration sur le gel : nous avons obtenu trois bandes de 

migration sur gel, la plus distante correspond à la portion de 3% de la protéine recombinante non 

biotinylée. Les deux autres indiquent que la strepatvidine fixée uŶe à deuǆ ŵolĠĐules d’ECD-Iz1 

biotinylé  à la fois (Figure 44).  

 

 

 

 

 

Figure 44: Solution strepatvidine + ECD-Iz1 

biotinylé sur gel SDS-PAGE : une très faible 

proportion de la protéine recombinante n'est pas 

biotinylée. La streptavidine se lie à deux protéines 

recombinantes de préférence. Nous avons ainsi 

oďteŶu le doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe d’Izuŵoϭ ŵuƌiŶ 

utilisable seul ou couplé à la biotine.  

 

2. Fonctionnalisation des billes de verre 

Pour les expériences BFP que nous décrirons dans le chapitre suivant, les billes portant ECD-

Iz1 doivent être collées à des globules rouges. Ce « collage » se fait grâce à la liaison streptavidine-

biotine en biotinylant au préalable les globules rouges et en streptavidinant des billes de verre 
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monodisperses de 3 µŵ de diaŵğtƌe. Pouƌ Đela, Ŷous aǀoŶs utilisĠ les pƌoĐĠduƌes d’EǀaŶ EǀaŶs 

décrites en annexe 6.  

La fonctionnalisation des billes streptavidine par ECD-Iz1 est une étape importante dans la 

mise en place du dispositif expérimental. En effet, la population de billes doit être la plus homogène 

possiďle pouƌ Ŷe pas iŶtƌoduiƌe de ďiais daŶs l’aŶalǇse des ƌĠsultats, le ƌisƋue ĠtaŶt de ŵĠlaŶgeƌ des 

billes de concentrations très hétérogènes. L’aĐĐƌoĐhage d’ECD-Iz1 se fait grâce à son extrémité 

biotinylée qui se fixe à la streptavidine de la bille (Figure 45 AͿ. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’ECD-Iz1 sur les 

ďilles Ŷe doit pas ġtƌe tƌop ĠleǀĠe afiŶ de laisseƌ des sites stƌeptaǀidiŶe liďƌes pouƌ l’aĐĐƌoĐhage des 

billes sur les globules rouges, mais également pour favoriser la formation de lien uniques entre la 

ďille et l’oǀoĐǇte. AfiŶ de ĐoŶtƌôleƌ au ŵieuǆ Đette foŶĐtioŶŶalisatioŶ, uŶ ŵġŵe Ŷoŵďƌe de ďilles a 

ĠtĠ iŶĐuďĠes daŶs des solutioŶs d’ECD-Iz1 de concentration variant de 29nM à 460 nM. Les ECD-Iz1 

des billes fonctionnalisées ont ensuite été marqués par une sonde fluorescente permettant leur 

quantification par cytométrie de flux (Figure 45 B). 

 

Figure 45: A / “ĐhĠŵa ƌepƌĠseŶtaŶt l’ECD-Iz1 fixé à la bille de verre. ECD-Iz1 biotinylé fixe une streptavidine elle-

ŵġŵe aĐĐƌoĐhĠe à la ďille de veƌƌe ;ϯµŵͿ ďiotiŶǇlĠe. B/ “ĐhĠŵa ƌepƌĠseŶtaŶt l’iŵŵuŶo-ŵaƌƋuage del’ECD-Iz1 

fiǆĠ à la ďille de veƌƌe tel Ƌu'aŶalǇsĠ paƌ le ĐǇtoŵğtƌe. L’aŶtiĐoƌps aŶti-MǇĐ fiǆe l’ĠtiƋuette MǇĐ et est ƌévélé par 

le secondaire Goat-anti-mouse Alexa-Fluor.  
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Le pƌotoĐole dĠtaillĠ de l’eŶseŵďle de Đette pƌoĐĠduƌe est doŶŶĠ Đi-dessous :  

a. La fonctionnalisation des billes  

ϱ µl d’uŶe solutioŶ de ďilles ;ϯµŵ diaŵğtƌeͿ, stƌeptaǀidiŶĠes à la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de 70.106 

billes/µl sont incubés daŶs la solutioŶ d’ECD-Iz1 de concentration choisie (29nM, 59nM, 115nM, 

230nM, 460nM) pendant 30min à 4°C sous agitation circulaire lente. Les billes sont ensuite rincées 

trois fois avec 1ml de PBS  1x contenant de la BSA à 1/1000  (centrifugation à 6000 g pendant 4min) 

pour éliminer la protéine non fixée.   

b. Révélation de la protéine recombinante et analyse par cytométrie de flux  

La révélation de la protéine recombinante se fait par incubation dans 100µl de solution 

d’aŶti-Myc dilué au 1/100ème dans du PBS 1x avec BSA à 1/1000 pendant 30 min à 4°C sous agitation 

ĐiƌĐulaiƌe leŶte. L’eǆĐğs d’aŶti-Myc est éliminé par une série de trois rinçages avec 1ml de PBS 1x 

avec BSA à 1/1000 (4 min à 6000g). Les billes sont ensuite incubées 30 min à 4°C sur roue avec le 

Goat-anti-mouse Alexa-Fluor au 1/50ème PBS 1x avec BSA à 1/1000. Après rinçage les protéines sont 

re-suspendues pour analyse au cytomètre de flux.  

L’aŶalǇse des speĐtƌes de fluoƌesĐeŶĐe a ĠtĠ tƌğs effiĐaĐe pouƌ dĠteƌŵiŶeƌ le degré de pureté 

des protéines avec laquelle nous allions travailler. Deux exemples sont donnés (Figure 46 A, B et C) :  

 Le premier concerne la purification PVII (Figure 46 A et B) : les spectres de 

fluorescence présentent des pics étroits, traduisant la présence de populations de billes 

foŶĐtioŶŶalisĠes de façoŶ hoŵogğŶe pouƌ uŶe ŵġŵe solutioŶ d’iŶĐuďatioŶ. L’iŶteŶsitĠ de 

fluorescence croît aǀeĐ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ des solutioŶs d’ECD-Iz1. Cette augmentation 

d’iŶteŶsitĠ tĠŵoigŶe de l’augŵeŶtatioŶ de la ƋuaŶtitĠ d’ECD-Iz1 fixée aux billes.  Le lot issu 

de Đette puƌifiĐatioŶ est Đelui aǀeĐ leƋuel Ŷous aǀoŶs ŵeŶĠ l’eŶseŵďle de Ŷos eǆpĠƌieŶĐes 

BFP. 

 Le second concerne la purification PVIII (Figure 46C) : les spectres de fluorescence 

donnent des courbes montrant des épaulements voire des courbes à deux pics, traduisant 

la présence de populations de billes très hétérogènes pour une même solution 

d’iŶĐuďatioŶ. Nous aǀoŶs ĠgaleŵeŶt ŶotĠ l’aďseŶĐe de ĐoƌƌĠlatioŶ eŶtƌe la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ 

en protéines de la solution dans laquelle nous avons fait incuber les billes et la densité de 

protéines liées aux billes. Un contrôle de la biotinylation des protéines issues de la 

purification PVIII a révélé  un défaut de biotinylation. Ce lot de protéines a donc été écarté. 
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Figure 46: Spectres obtenus par cytométrie pour la purification PVII et PVIII.  

A/ 1er test : Les spectres de 

fluorescence sont étroits 

traduisant des populations de 

billes homogènes. La densité 

de protéines à la surface des 

billes varie linéairement avec 

la concentration de la solution 

de fonctionnalisation et un 

plateau est obtenu à 115nM. 

 

B/ 2ème test : La 

fonctionnalisation est 

reproductible.  

 

 

 

C/ Résultats de la cytométrie 

obtenus pour la purification 

PVIII. Les spectres  de 

fluorescence sont épaulés 

traduisant la présence de 

populations de billes 

hétérogènes. On note aussi 

l'absence de corrélation entre 

la concentration de la solution 

de fonctionnalisation et la 

densité de protéines 

recombinantes liées à la 

surface des billes.  
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Tous les lots antérieurs à la purification PVII ont dû également être écartés car lors de leur 

dĠĐoŶgĠlatioŶ ils pƌĠseŶtaieŶt des sigŶes d’agƌĠgatioŶ iŵpoƌtaŶts. Cette agrégation a pu être 

attribuée soit à une dénaturation de la protéine lors des décongélations répétées, soit à une 

mauvaise conformation lors de la synthèse par les cellules de la lignée HEK 293F, bien que certaines 

des purifications suivantes  aient été correctes. Pour limiter le risque de travailler avec une protéine 

dénaturée et/ou agrégée, nous avons fractionné la purification PVII en différents aliquotes et nous 

aǀoŶs pƌoĐĠdĠ à uŶe Ŷouǀelle foŶĐtioŶŶalisatioŶ à paƌtiƌ d’uŶ Ŷouǀel aliƋuote de pƌotĠiŶes avant  

chaque expérience. 

Au fiŶal, Đe pƌotoĐole de foŶĐtioŶŶalisatioŶ des ďilles Ŷous a peƌŵis d’oďteŶiƌ des ďilles 

homogènes en concentration de protéines liées à la surface. Ces fonctionnalisations homogènes et  

reproductibles ont permis l'utilisation de la protéine issue de la purification PVII pour effectuer les 

expériences de BFP.  
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Chapitre 2 / Le Biomembrane Force Probe 

1. Le Principe 

Le BFP est un outil de micromanipulation par micropipettes développé par Evan Evans dans 

les années 1990 (Evans E ; ϭϵϵϴͿ Ƌui peƌŵet de soŶdeƌ des lieŶs à l’ĠĐhelle de la ŵolĠĐule uŶiƋue. “a 

seŶsiďilitĠ est de l’oƌdƌe du pN et peut ŵesuƌeƌ des iŶteƌaĐtioŶs allaŶt jusƋu’à ϭ ŶN. C’est uŶ outil 

adaptĠ à Ŷotƌe pƌoďlĠŵatiƋue Đaƌ il peƌŵet de soŶdeƌ l’iŶteƌaĐtioŶ ligaŶd-récepteur que peut 

développer ECD-Iz1 avec un partenaire ovocytaire. Son principe est le suivant. Un globule rouge est 

utilisĠ Đoŵŵe dǇŶaŵoŵğtƌe pouƌ ŵesuƌeƌ la foƌĐe de ƌuptuƌe d’uŶ lieŶ. Le gloďule-ressort est 

maintenu dans une micropipette par aspiration contrôlée. Sa raideur k est proportionnelle à sa 

tension qui dépend elle-même de l'aspiration. Elle peut être variée sur trois ordres de grandeur. Une 

ďille foŶĐtioŶŶalisĠe aǀeĐ la ŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt ;iĐi ECD-Iz1) est collée au globule rouge (Figure 47). La 

sonde ainsi formée est mise en contact de façon répétée et automatisée par translation de la pipette 

aǀeĐ le l’oďjet à soŶdeƌ ;iĐi l’oǀoĐǇte dĠpelluĐidĠͿ loƌs de ĐǇĐles approche-contact-séparation à une 

vitesse contrôlée. Chaque cycle permet d'obtenir une couƌďe foƌĐe/distaŶĐe. “i uŶ lieŶ s’est foƌŵĠ, la 

foƌĐe de tƌaĐtioŶ est ŵesuƌĠe jusƋu’à la ƌuptuƌe de la liaisoŶ. La deŶsitĠ de ŵolĠĐules suƌ la ďille est 

choisie suffisamment faible pour que la probabilité de former un lien au cours d'un contact soit de 

l’ordre de 10 %. Cette ĐoŶfiguƌatioŶ peƌŵet de s’assuƌeƌ Ƌue plus de ϵϬ% des Đas d'adhĠsioŶ 

iŵpliƋueŶt uŶe liaisoŶ uŶiƋue. EŶ pƌatiƋue, l’iŶteƌaĐtioŶ s’ĠtaďlissaŶt eŶtƌe la ďille et l’oǀoĐǇte est 

oďteŶue paƌ la ŵesuƌe de la dĠfoƌŵatioŶ Δǆ du gloďule ƌouge au ŵoǇeŶ d’uŶ logiĐiel de suiǀi de ďille. 

Les distƌiďutioŶs de foƌĐes de ƌuptuƌe F = k Δǆmax obtenues seront la signature du potentiel 

d’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe l’ECD-Iz1 et son partenaire ovocytaire. Le principe du BFP est reporté sur la figure 

47. 
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Figure 47 : Principe du BFP. Les pipettes qui maintiennent la sonde et l'ovocyte sont alignées et la sonde fait face 

à l’ovoĐǇte. La Đouƌďe foƌĐe-distaŶĐe est ĠgaleŵeŶt ƌepƌĠseŶtĠe pouƌ uŶ ĐǇĐle ͞appƌoĐhe-contact-sĠpaƌatioŶ͟ 

eŶtƌe la ďille et l’ovoĐǇte : eŶ ďleu l’approche, en rouge la séparation. A/ Absence de formation de lien : il Ŷ’Ǉ a 

pas de dĠfoƌŵatioŶ du ƌessoƌt la foƌĐe F est doŶĐ Ŷulle. Loƌs du ĐoŶtaĐt le ƌessoƌt est ĐoŵpƌiŵĠ F = kΔǆ est 

ŶĠgative. LoƌsƋue la soŶde est sĠpaƌĠe de l’ovoĐǇte, F ƌedevieŶt Ŷulle. B/ DaŶs le Đas de la ĐƌĠatioŶ d’uŶ lieŶ : 

lors de l’appƌoĐhe la foƌĐe F est Ŷulle Đoŵŵe dĠĐƌit pƌĠĐĠdeŵŵeŶt. F est ŶĠgative loƌs du ĐoŶtaĐt. Loƌs de la 

sĠpaƌatioŶ uŶ lieŶ est ĐƌĠĠ et le gloďule ƌouge s’alloŶge F = kΔǆ est positive. La foƌĐe de ƌuptuƌe Fŵaǆ = k Δǆŵaǆ 

est la force au moment de la rupture du lien.  

2. Le dispositif expérimental 

La chambre expérimentale est constituée d'une boite de Pétri, dans laquelle sont déposées 2 

gouttes de 30 µl de milieu M2 contenant 3% de BSA. Les ovocytes sont déposés dans la première 

goutte. Les globules rouges et les billes fonctionnalisées avec ECD-Iz1 ou les billes contrôles sont 

déposées dans la seĐoŶde goutte. Le tout est ƌeĐouǀeƌt paƌ de l’huile MediĐult afiŶ d'Ġǀiteƌ 

l'évaporation des gouttes. Trois pipettes sont nĠĐessaiƌes à l’eǆpĠƌieŶĐe ;Figuƌe ϰ8 A). Les 

ŵiĐƌopipettes Ƌui ŵaiŶtieŶŶeŶt l’oǀoĐǇte et le gloďule ƌouge oŶt ĠtĠ dĠĐƌites daŶs la Ϯğŵe paƌtie au 

Đhapitƌe ϯ. La tƌoisiğŵe pipette, iŶstallĠe peƌpeŶdiĐulaiƌeŵeŶt auǆ deuǆ pƌeŵiğƌes peƌŵet d’aspiƌeƌ 

la bille  de verre fonctionnalisée et de la fixer de façon précise sur le globule rouge de façon à avoir 

un bon alignement pipette-globule rouge-bille. Une fois la sonde formée, elle est transférée dans la 

goutte contenant les ovocytes. Pour cela, l'extrémité de la pipette tenant la sonde est introduite dans 
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la pipette de ĐoŶteŶtioŶ ƌeŵplie de MϮ. AiŶsi pƌotĠgĠe, la soŶde peut tƌaǀeƌseƌ le ǀoluŵe d’huile 

séparant les 2 gouttes (Figure 48 B).  

Les pipettes ŵaiŶteŶaŶt l’oǀoĐǇte et la soŶde soŶt positioŶŶĠes eŶ ǀis-à-vis de façon à ce que 

l’eŶseŵďle soŶde-ovocyte-pipettes soit aligŶĠ. La positioŶ des ƌĠseƌǀoiƌs ĐoŶtƌôlaŶt l’aspiƌatioŶ daŶs 

ces deux pipettes est ajustée. Une aspiration faible de 5 Pa est choisie dans la pipette de contention 

afin de minimiser les contraintes iŵposĠes à l’oǀoĐǇte. UŶe aspiƌatioŶ de ϮϱϬ Pa peƌŵettaŶt de fiǆeƌ 

la raideur du globule rouge-ressort à environ ϭϮϱ pN∕ μŵ est appliƋuĠe à la pipette ŵaiŶteŶaŶt la 

soŶde. À Đe stade les ĐǇĐles d’appƌoĐhe-contact-sĠpaƌatioŶ de la soŶde suƌ l’oǀoĐǇte dĠcrit dans la 

section précédente peuvent alors commencer, donnant lieu pour chaque cycle à une courbe de force 

(Figure 46). Pour chaque ovocyte, plusieurs billes sont testées et pour chaque couple ovocyte-sonde 

une série des 100 contacts est effectuée. Les nombreuses courbes obtenues (plus de 3000) sont 

aŶalǇsĠes uŶe à uŶe et  l’histogƌaŵŵe des foƌĐes de ƌuptuƌes du lieŶ peut ġtƌe Ġtaďli.  

 

 

 

Figure 48 A: “ĐhĠŵa dĠĐƌivaŶt le dispositif eǆpĠƌiŵeŶtal. L’eǆpĠƌieŶĐe se dĠƌoule daŶs uŶe goutte de ŵilieu 

tamponné sous huile à 37°C. Les trois micropipettes se font face et sont translatées au moyen de 

ŵiĐƌoŵaŶipulateuƌs. La pipette de ĐoŶteŶtioŶ  ŵaiŶtieŶt l’ovoĐǇte.  La seĐoŶde pipette est Đelle Ƌui ŵaiŶtieŶt la 

sonde. La troisième pipette est une pipette qui va permettre la construction de la sonde. 
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Figure 48 B : Les différentes étapes pour la fabrication de la sonde. Les globules rouges et les billes sont disposés 

daŶs la ŵġŵe goutte. L’ovoĐǇte est daŶs uŶe goutte diffĠƌeŶte. ϭ/ Le gloďule ƌouge est aspiƌĠ paƌ la pipette de 

sonde. 2/ La bille est aspirée par une troisième pipette positionnée perpendiculairement.3/ La bille est fixée sur 

le globule rouge de manière à avoir un bon alignement bille-globule rouge-sonde. 4/ La sonde ainsi fabriquée 

correctement alignée est transférée dans la pipette de contention daŶs la goutte de l’ovoĐǇte.  
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Chapitre 3 /  RĠsultats de l’appƌoĐhe ŵolĠĐulaiƌe 

 

Ce Đhapitƌe est dĠdiĠ à l’eŶseŵďle des ƌĠsultats oďteŶus paƌ l’appƌoĐhe ŵolĠĐulaiƌe utilisaŶt 

l’ECD-Izϭ. Deuǆ tǇpes d’eǆpĠƌieŶĐes oŶt ĠtĠ ŵeŶĠs. D'uŶe paƌt, l’iŶĐuďatioŶ des ovocytes dans des 

solutioŶs ĐoŶteŶaŶt l’ECD-Izϭ et l’iŵŵuŶo-marquage. Ces expériences ont permis de tester la 

ĐapaĐitĠ d’Izuŵoϭ à se lieƌ auǆ oǀoĐǇtes. Ces eǆpĠƌieŶĐes seƌoŶt pƌĠseŶtĠes daŶs la pƌeŵiğƌe paƌtie 

de ce chapitre. D'autre part, les expériences BFP oŶt eŶsuite peƌŵis de ĐaƌaĐtĠƌiseƌ à l’ĠĐhelle de la 

ŵolĠĐule uŶiƋue le lieŶ Ƌu’Izuŵoϭ est Đapaďle de foƌŵeƌ aǀeĐ l’oǀoĐǇte. L’eǆposĠ de Đes eǆpĠƌieŶĐes 

constituera la deuxième partie de ce chapitre. Enfin une dernière partie sera consacrée à une 

synthèse des résultats et aux perspectives qui en découlent. 

1. Incubation et immunofluorescence  

Nous aǀoŶs souhaitĠ daŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps saǀoiƌ si l’ECD-Iz1 était capable de se lier à la 

membrane des ovocytes. Pour cela des ovocytes « sauvages » dépellucidés de la lignée de souris 

C57BL6/J oŶt ĠtĠ iŶĐuďĠs daŶs uŶe solutioŶ à ϭϬϬµg/ŵl d’ECD-Iz1 non biotinylé pendant une heure à 

ϯϳ°C eŶ ŵilieu COϮ iŶdĠpeŶdaŶt. Les oǀoĐǇtes oŶt ĠtĠ ƌiŶĐĠs afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ l’eǆĐĠdeŶt d’ECD-Iz1 non 

fixés aux ovocytes puis les ovocytes oŶt ĠtĠ ŵaƌƋuĠs paƌ l’aŶtiĐoƌps aŶti-Izumo1 monoclonal lui-

même révélé par le secondaire Goat-anti-Rat Alexa-Fluor 488. À des fins de contrôle, des ovocytes 

sauǀages oŶt ĠtĠ souŵis au ŵġŵe pƌotoĐole de ŵaƌƋuage aǀeĐ l’aŶtiĐoƌps aŶti-Izumo1 monoclonal 

puis avec le secondaire Goat-anti-Rat Alexa-Fluor 488 ou avec le secondaire Goat-anti-Rat Alexa-

Fluoƌ ϰϴϴ seul, saŶs iŶĐuďatioŶ pƌĠalaďle aǀeĐ l’ECD-Iz1. 

L’oďseƌǀatioŶ eŶ iŵageƌie de fluoƌesĐeŶĐe ŵoŶtƌe Ƌue tous les oǀoĐǇtes Ƌui oŶt ĠtĠ iŶĐuďĠs 

aǀeĐ l’ECD-Iz1 soŶt positifs à l’iŵŵuŶo-marquage (Figure 49) contrairement aux  deux groupes 

contrôles qui ne montrent aucune fluorescence.  

Ce résultat prouve que la protéine recombinante ECD-Iz1 est capable de se lier à la 

ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue de l’oǀoĐǇte et paƌ ĐoŶsĠƋueŶt Ƌue la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte possğde ϭ ou 

plusieuƌs sites d’adhĠsioŶ pouƌ Izuŵoϭ. 
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Figuƌe ϰϵ: RĠvĠlatioŶ de l’iŵŵuŶo-marquage par imagerie confocale : à gauche (A et C) en fluorescence, à 

droite (B et D) en transmission. A/ Ovocytes incubés avec la protéine recombinante, rincés et révélés par 

l’aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe ŵoŶoĐloŶal AŶti-Izuŵoϭ et paƌ l’aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe Goat-anti-Rat Alexa-Fluor 488 : ECD-

Iz1 se fixe aux ovocytes. C/ Les ovocytes du groupe contrôle, ne fixent pas l’aŶtiĐoƌps anti-Izumo1 monoclonal. 

2. Caractérisation du lien avec le BFP 

AfiŶ de testeƌ si l’adhĠsioŶ d’Izuŵoϭ suƌ l’oǀoĐǇte est spĠĐifiƋue  et de ĐaƌaĐtĠƌiseƌ la 

robustesse du lien entre Izumo1 et son ou ses partenaire(s) ovocytaires, nous avons réalisé des 

expériences BFP telles que décrites dans le chapitre précédent.  

Pour ces expériences, les billes streptavidinées ont été fonctionnalisées avec les ECD-Iz1 issus 

de la purification PVII à la concentration de 59nM. Les billes contrôles étaient les mêmes billes 

streptavidinées sans foŶĐtioŶŶalisatioŶ. DaŶs les ĐǇĐles d’appƌoĐhe-contact-séparation, le temps de 

ĐoŶtaĐt eŶtƌe la ďille et l’oǀoĐǇte Ġtait eŶǀiƌoŶ ϰϬϬ ŵs et la foƌĐe ŵaǆiŵale de ĐoŵpƌessioŶ à 

l’appƌoĐhe aǀait ĠtĠ fiǆĠe à ϰϬ pN. Au total ϯϴϬϬ ĐǇĐles iŵpliƋuaŶt ϮϬ Đouples oǀoĐyte-bille différents 

ont été réalisés avec les billes fonctionnalisées avec ECD-Iz1, et 1689 cycles impliquant 9 couples ont 

été effectués avec les billes témoins.  

Deux types de courbes force-distance ont été obtenus. La figure 50 représente les profils 

d’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe la ďille et l’oǀoĐǇte ƋuaŶd oŶ ƌeĐule la pipette poƌtaŶt la soŶde eŶ appliƋuaŶt uŶe 

rampe de force croissant linéairement dans le temps (1000 pN/s). On voit que la force reste nulle 
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loƌsƋu’auĐuŶ lieŶ Ŷe s’est foƌŵĠ. EŶ ƌeǀaŶĐhe si uŶ lien est établi la force croît linéairement avec la 

distaŶĐe de sĠpaƌatioŶ jusƋu’à ƌuptuƌe à la foƌĐe Fmax. 

 

Figure 50: Courbes de force. A/ Absence de lien : la force est nulle. B/ Un lien entre Izumo1 et la membrane de 

l’ovoĐǇte se ĐƌĠe. Le lieŶ ƌĠsiste à uŶe ƌaŵpe de foƌĐe de tƌaĐtioŶ jusƋu’à Đe Ƌue Đelle-ci parviennent à le rompre, 

la foƌĐe d’iŶteƌaĐtioŶ ƌetoŵďe aloƌs brusquement à une valeur nulle.  

Pouƌ les ďilles ƌeĐouǀeƌtes d’ECD-Iz1, le pourcentage de contacts donnant lieu à une 

adhésion est égal à 7%  (Soit 257 liens pour 3782 tests). Ce pourcentage, inférieur à 10% est très 

satisfaisaŶt puisƋu’il gaƌaŶtit Ƌue la majorité des évènements obtenus correspond à la formation 

d’uŶ lieŶ uŶiƋue. DaŶs le Đas des ďilles ĐoŶtƌôles, seuls Ϯ% des ĐoŶtaĐts ;ϭϲϴϵ tests et ϯϳ lieŶs 

enregistrés) donnent lieu à une adhésion.  

À paƌtiƌ de l’eŶseŵďle des foƌĐes de ƌuptuƌe oďteŶues, oŶ peut tƌaĐeƌ l’histogƌaŵŵe assoĐiĠ 

(Figure 51Ϳ. DaŶs le Đas des ďilles ƌeĐouǀeƌtes d’ECD-Iz1, un pic unique bien défini est observé à 21+/-

1 pN (Figure 51Ϳ, aloƌs Ƌu’auĐuŶ piĐ Ŷ’Ġŵeƌge de l’histogƌaŵŵe oďteŶu aǀeĐ les ďilles tĠŵoiŶ. Aloƌs 

que ce dernier peut ġtƌe assoĐiĠ à uŶ ďƌuit de foŶd d’adhĠsioŶ ŶoŶ spĠĐifiƋue, le piĐ oďteŶu pouƌ des 

ďilles ƌeĐouǀeƌtes d’ECD-Iz1  suggğƌe foƌteŵeŶt l’uŶiĐitĠ du ĐoŶtƌe paƌteŶaiƌe d’Izuŵoϭ suƌ l’oǀoĐǇte. 

D’uŶ poiŶt de ǀue ƋuaŶtitatif, la ǀaleuƌ de Ϯϭ pN oďteŶue est ĐohĠƌente avec la gamme standard de 

forces de rupture attendues pour un lien non-covalent impliquant des interactions de Van der Waals 

et des liaisons Hydrogène. À titre de comparaison, le lien streptavidine-biotine qui est considéré 

comme le lien non covalent possĠdaŶt la plus foƌte ƌoďustesse ƌoŵpt autouƌ de ϳϱ pN s’il est souŵis 

à des conditions de traction (taux de charge) identiques. 
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Figure 51: DistƌiďutioŶ du Ŷoŵďƌe d’adhĠsioŶs paƌ Đlasse de foƌĐe daŶs le gƌoupe de ďilles ECD-Iz1 de la 

purification PVII.   

A/ Groupe test : Ovocytes de souris C57BL6/J  sondés avec la protéine recombinante ECD-Iz1 (3782 Tests et 257 

adhésions) : tauǆ d’adhĠsioŶ ϲ,ϴ % ; force 21 ± 1 pN.  

B/ Groupe contrôle : Ovocytes de souris C57BL6/J sondés avec les billes strepatavidinées  (1689 Tests et 37 

adhésions) : tauǆ d’adhĠsioŶ Ϯ,Ϯ %.  La distƌiďutioŶ des foƌĐes de ƌuptuƌe est tƌğs hĠtĠƌogğŶe tƌaduisaŶt la 

création de liens non spécifiques.  

 

NotoŶs Ƌue des tests ƌĠalisĠs aǀeĐ des ďilles ƌeĐouǀeƌtes d’ADAMϮ, uŶe autƌe pƌotĠiŶe de la 

membrane spermatique (Chapitre 3 de la 1ère partie), Ŷ’oŶt pas doŶŶĠ lieu à des ĠǀğŶeŵeŶts 

d’adhĠsioŶ. Cette oďseƌǀatioŶ ƌeŶfoƌĐe le ĐaƌaĐtğƌe spĠĐifiƋue de l'iŶteƌaĐtioŶ d'Izuŵoϭ aǀeĐ la 

membrane ovocytaire mis en évidence par les expériences impliquant les billes fonctionnalisées avec 

ECD-Iz1. 

CoŶĐlusioŶ et peƌspeĐtives suƌ l’appƌoĐhe ŵolĠĐulaiƌe 

Les ƌĠsultats oďteŶus paƌ l’appƌoĐhe ŵolĠĐulaiƌe ĐoŶfiƌŵeŶt Đeuǆ Ƌue Ŷous aǀoŶs oďteŶus 

paƌ l’appƌoĐhe Đellulaiƌe tout eŶ les pƌĠĐisaŶt ƋuaŶtitatiǀeŵeŶt. Nous saǀoŶs dĠsoƌŵais Ƌu’Izuŵoϭ 

possğde uŶ paƌteŶaiƌe à la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte aǀeĐ leƋuel il iŶteƌagit pouƌ ĐƌĠeƌ de l’adhĠsioŶ. 

Par ailleurs, et même si ce résultat était attendu, cette interaction en trans est développée par la 

portion extracellulaire de la protéine. Ce résultat est en accord avec différents travaux montrant 

l’iŶhiďitioŶ de la fĠĐoŶdatioŶ paƌ des aŶtiĐoƌps ďloƋuaŶt Izuŵoϭ diƌigĠs ĐoŶtƌe le doŵaiŶe 

extracellulaire (Kawai et al. 1994; Naz 2008; Xing et al. 2011).  
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Ce travail apporte des réponses mais suscite également des questions. On peut notamment 

se demander  quelle partie du domaine extracellulaire est impliquée dans cette adhésion? Il peut 

s’agiƌ de la  paƌtie N-terminale du domaine extracellulaire qui correspond à la partie Izumo à 

proprement parler, ou du domaine immunoglobuline. Les domaines immunoglobuline sont souvent 

iŵpliƋuĠs daŶs des iŶteƌaĐtioŶs aǀeĐ d’autƌes ŵolĠĐules eŶ Đis Đoŵŵe eŶ tƌaŶs. BeauĐoup 

d’aŶtiĐoƌps ƌeĐoŶŶaissaŶt les aŶtigğŶes poƌtĠs paƌ les Đellules soŶt des iŵŵuŶoglobulines. Une façon 

de tenter de répondre à cette question serait de produire des protéines présentant des mutations ou 

des tƌoŶĐatuƌes daŶs l’uŶ ou l’autƌe de Đes doŵaiŶes et d’aŶalǇseƌ paƌ uŶe appƌoĐhe siŵilaiƌe leuƌs 

iŶteƌaĐtioŶs aǀeĐ l’oǀoĐǇte.  
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5ème partie / Les paƌteŶaiƌes d’Izuŵoϭ eŶ iŶtƌa et eǆtƌaĐellulaiƌe 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notƌe tƌaǀail a ŵoŶtƌĠ pouƌ la pƌeŵiğƌe fois Ƌu’Izuŵoϭ Ġtait iŵpliƋuĠe dğs l’Ġtape d’adhĠsioŶ de 

l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue. Elle iŶduit uŶe adhĠsioŶ foƌte et staďle dğs les pƌeŵiğƌes seĐoŶdes de 

contact en se liant spécifiquement à une molécule ou complexe moléculaire largement exprimé par 

la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte. Cette molécule paƌteŶaiƌe eŶ tƌaŶs d’Izuŵoϭ est eŶĐoƌe à tƌouǀeƌ. CDϵ 

ĠtaŶt l’autƌe pƌotĠiŶe ƌeĐoŶŶue Đoŵŵe iŶdispeŶsaďle daŶs le pƌoĐessus d’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue, 

Ŷous aǀoŶs testĠ l’ĠǀeŶtualitĠ Ƌue CDϵ soit iŵpliƋuĠ daŶs l’adhĠsioŶ Đellulaiƌe ĐƌĠĠe paƌ Izuŵoϭ, soit 

eŶ taŶt Ƌue ƌĠĐepteuƌ diƌeĐt d’Izuŵoϭ, soit eŶ taŶt Ƌue paƌteŶaiƌe de Đe ƌĠĐepteuƌ. La stƌatĠgie ŵise 

en place et les résultats associés seront présentés dans le chapitre 1. 

Paƌ ailleuƌs, Izuŵoϭ ĠtaŶt uŶe pƌotĠiŶe d’adhĠsioŶ, et les pƌotĠiŶes d’adhĠsioŶ iŶteƌagissaŶt 

souǀeŶt aǀeĐ le ĐǇtosƋuelette, Đoŵŵe Ŷous l’aǀoŶs ǀu au seĐoŶd Đhapitƌe de la pƌeŵiğƌe partie, 

nous Ŷous soŵŵes iŶteƌƌogĠs suƌ la possiďle iŶteƌaĐtioŶ Ƌu’Izuŵoϭ pouvait développer par sa 

terminaison cytosolique avec le cytosquelette. Les expériences explorant cette hypothèse sont 

exposées au chapitre 2.   
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Chapitre 1/ Interactions par le domaine extracellulaire : le partenaire 

d'Izuŵoϭ suƌ l’ovoĐǇte est-il la tétraspanine CD9 ou une protéine partenaire 

membranaire de CD9 ? 

La tĠtƌaspaŶiŶe CDϵ ;ǀoiƌ paƌtie ϭ, Đhapitƌe Ϯ, seĐtioŶ Ϯ.a.iͿ est uŶe pƌotĠiŶe Đapaďle d’oƌgaŶiseƌ 

à la membrane des cellules des complexes moléculaires (Boucheix & Rubinstein 2001). En particulier, 

il a été montré que CD9 pouvait interagir avec des protéines de la Superfamille des 

Immunoglobulines (Levy & Shoham 2005; Charrin et al. 2003; Le Naour et al. 2004; Stipp et al. 2001; 

He et al. 2009). A la suƌfaĐe de l’oǀoĐǇte les CDϵ oƌgaŶiseƌaieŶt des sites d’adhĠsioŶ propices à la 

fusioŶ, peƌŵettaŶt de staďiliseƌ le speƌŵatozoïde plaƋuĠ à l’oǀoĐǇte, Đe Ƌui Ŷ’est pas le Đas eŶ 

l’aďseŶĐe de CDϵ (Jégou et al. 2011). Mais il a également été démontré que CD9 pouvait développer 

des interactions en Trans et constituer un récepteur partenaire, entre autres,  des protéines de la 

Superfamille des Immunoglobulines (Ellerman et al. 2009; Waterhouse et al. 2002). Nous avons voulu 

explorer les deux hypothèses suivantes : 

- la tĠtƌaspaŶiŶe CDϵ est le ƌĠĐepteuƌ d’Izuŵoϭ. 

- le ƌĠĐepteuƌ d’Izuŵoϭ fait  paƌtie des pƌotĠiŶes iŶteƌagissaŶt eŶ Đis aǀeĐ la 

tétraspanine CD9. 

1. La tétraspanine CD9 est-elle la molécule partenaire d'Izumo1 ?  

Afin de dĠteƌŵiŶeƌ si CDϵ est le ƌĠĐepteuƌ d’Izuŵoϭ suƌ l’oǀoĐǇte, Ŷous aǀoŶs soŶdĠ l’iŶteƌaĐtioŶ 

entre des ovocytes CD9 -/- (ovocytes provenant de souris KO en CD9, ces souris sont décrites dans le 

chapitre 1 de la deuxième partie) et des cellules K562-Izumo1-EGFP par la technique de mesure de 

foƌĐe paƌ ŵiĐƌoŵaŶipulatioŶ de Đellules ĐouplĠe à l’iŵageƌie ĐoŶfoĐale seloŶ le ŵġŵe sĐhĠŵa 

expérimental que celui décrit dans le 3ème chapitre de la 3ème partie. Le but de ces expériences 

Ġtait de testeƌ l’adhĠsioŶ eŶ l’aďsence de la tétraspanine CD9.  

Les ovocytes de la lignée CD9 KO ont été préparés selon le protocole décrit en chapitre 1 de la 

Ϯğŵe paƌtie. Les tests d’adhĠsioŶ oŶt ĠtĠ ŵeŶĠs aǀeĐ les Đellules KϱϲϮ-Izumo1-EGFP transfectées 

transitoirement (selon le protocole en Annexe 3) par la technique de micromanipulation de cellules 

ĐouplĠe à l’iŵageƌie ĐoŶfoĐale. Les iŵages oŶt ĠtĠ aŶalǇsĠes paƌ le logiĐiel Iŵage J tel Ƌue dĠĐƌit daŶs 

le chapitre 3 de la 3ème partie.  

Qualitativement, nos expériences montrent que les cellules K562 exprimant Izumo1 se 

ĐoŵpoƌteŶt de la ŵġŵe façoŶ aǀeĐ les oǀoĐǇtes CDϵ KO Ƌu’aǀeĐ les oǀoĐǇtes sauvages. Les cellules 

adhèrent aux ovocytes, cette adhésion est forte entraînant une importante déformation de la cellule 

et de l’oǀoĐǇte aiŶsi Ƌue la rupture de la membrane cellulaire lors de la séparation des cellules. 
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Izumo1-EGFP est également recruté au niveau de la zone de contact (Figure 52). La tétraspanine CD9 

Ŷ’est doŶĐ pas la pƌotĠiŶe à laƋuelle Izuŵoϭ se lie Đaƌ ŵġŵe eŶ soŶ aďseŶĐe la Đellule K562 

eǆpƌiŵaŶt Izuŵoϭ adhğƌe à l’oǀoĐǇte.  

D’uŶ poiŶt de ǀue ƋuaŶtitatif, il seŵďle Ƌue la ĐiŶĠtiƋue de ƌeĐƌuteŵeŶt d’Izuŵoϭ soit plus 

ƌapide eŶ l’aďseŶĐe de CDϵ. EŶ effet, la satuƌatioŶ de la zoŶe de ĐoŶtaĐt seŵďle ġtƌe atteiŶte au ďout 

de 10 min plutôt que 20 min pour les ovocytes sauvages. Ces résultats doivent cependant être 

complétés par des expériences qui permettent une analyse précise et détaillée de toute la zone de 

contact (comme effectué pour les résultats présentés partie 3 chapitre 3 section 2b). Si elle se 

tƌouǀait ĐoŶfiƌŵĠe, Đette diffĠƌeŶĐe de ĐiŶĠtiƋue seƌait uŶe iŶdiĐatioŶ foƌte de l’iŵpliĐatioŶ de CDϵ 

eŶ taŶt Ƌue paƌteŶaiƌe du ƌĠĐepteuƌ d’Izuŵoϭ.  

 

 

Figure 52 : La cellule exprimant Izumo1-EGFP 

adhğƌe à l’ovoĐǇte. Il eǆiste une intensification 

de la fluorescence au niveau de la zone de 

contact indiquée par * traduisant un 

recrutement en protéine.  

 

2. Le partenaire d'Izumo1 est-il une protéine partenaire de CD9 ?  

a. La tétraspanine CD81 ? 

La tétraspanine CD81 est un partenaire membranaire de CD9 (Rubinstein, Ziyyat, Prenant, et al. 

2006) et est également impliquée dans fertilité.  En effet, le double KO CD81 et CD9 entraîne une 

stérilité totale suggérant une interaction entre ces deux protéines (Rubinstein, Ziyyat, Prenant, et al. 

2006; Ziyyat et al. 2006; Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006). Nous avons voulu explorer la possibilité 

Ƌue la tĠtƌaspaŶiŶe CDϴϭ puisse ġtƌe le ƌĠĐepteuƌ d’Izuŵoϭ.  

Nous aǀoŶs daŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps testĠ l’adhĠsioŶ eŶtƌe les Đellules eǆprimant Izumo1 exogène 

et des ovocytes « sauvages » incubés avec des anticorps anti-CD81 bloquants. Nous avons ensuite 

testĠ l’adhĠsioŶ les Đellules eǆpƌiŵaŶt Izuŵoϭ eǆogğŶe et des oǀoĐǇtes CDϵ KO ĠgaleŵeŶt iŶĐuďĠs 

avec des anticorps anti-CD81 bloquants, l’idĠe ĠtaŶt de se ƌappƌoĐheƌ au plus d’uŶe situatioŶ de 
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double KO et d'inhiber à la fois toute activité d'organisation membranaire par CD9 et une éventuelle 

activité de CD81 en trans. 

Les ovocytes sauvages et les ovocytes CD9 KO ont été incubés avec les anticorps anti-CD81 

bloquants pendant une heure à 37°C dans du PBS 1x à 1% de BSA sous 5% de CO2. Les ovocytes ont 

ensuite été rincés. Les anticorps anti-CD81 ont été révélés par un anticorps secondaire couplé à 

l’Aleǆa ϰϴϴ et les oďseƌǀatioŶs oŶt ĠtĠ faites en imagerie confocale. Sur la figure 53 nous voyons que 

les aŶtiĐoƌps soŶt ďieŶ ƌĠǀĠlĠs à la ŵeŵďƌaŶe des oǀoĐǇtes, et Ƌu’il Ŷ’Ǉ a pas de diffĠƌeŶĐe 

significative entre les marquages des ovocytes sauvages et CD9 KO pƌĠiŶĐuďĠs aǀeĐ l’aŶti-CD81.  

 

Figure 53 : Immuno-marquage des ovocytes par les anticorps 

anti-CD81 révélés par un anticorps secondaire couplé à 

l’Aleǆa ϰϴϴ.  

A et B/ Ovocytes CD9 KO  en fluorescence et en transmission.  

C et D/ Ovocytes sauvages en fluorescence et en 

transmission.  

 

 

L’adhĠsioŶ de Đellules KϱϲϮ-Izumo1-RFP ;ƌappeloŶs Ƌue RFP Ŷ’est Ƌue ĐǇtoplasŵiƋueͿ aǀeĐ Đes 

ovocytes sauvages et CD9 KO  préincubés avec les anticorps anti-CD81 a ensuite été évaluée. Les 

cellules continuent à adhérer aux ovocytes WT et KO CD9 même en préseŶĐe d’aŶtiĐoƌps ďloƋuaŶts 

dirigés contre la tétraspanine CD81.  

 

Figure 54 : Cellule K562-Izumo1-RFP 

adhérant à un ovocyte CD9 KO marqué par 

des anticorps anti-CD81 bloquants.  

 

 

Ces observations montrent que ni la tétraspanine CD9 ni la tétraspanine CD81 ne sont 

les molĠĐules paƌteŶaiƌes d’Izuŵoϭ.  
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b. Le partenaire est-il une autre protéine partenaire de la tétraspanine CD9 ?  

AfiŶ de ǀoiƌ si le ƌĠĐepteuƌ d’Izuŵoϭ au Ŷiǀeau de la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte est uŶ paƌteŶaiƌe eŶ 

Cis de CD9 nous avons testé des ovocytes dont la tétraspanine CD9 porte une étiquette EGFP (les 

souris portant ce transgène sont décrites dans le chapitre 1 de la 2nde paƌtieͿ. L’iŶteƌaĐtioŶ a ĠtĠ 

soŶdĠe paƌ la teĐhŶiƋue de ŵesuƌe de foƌĐe paƌ ŵiĐƌoŵaŶipulatioŶ de Đellules ĐouplĠe à l’iŵagerie 

confocale. L’oďjeĐtif Ġtait d’Ġǀalueƌ le possiďle ƌeĐƌuteŵeŶt de la pƌotĠiŶe CDϵ au Ŷiǀeau de la zoŶe 

de ĐoŶtaĐt, à l’iŵage de Đelui d’Izuŵoϭ. 

Nous avons utilisé les cellules K562-Izumo1-RFP afin de pouvoir discriminer le recrutement 

provenant de la pƌotĠiŶe CDϵ de Đelui dû à la pƌotĠiŶe eǆogğŶe ;IzuŵoϭͿ. L’eǆpĠƌieŶĐe a ĠtĠ ŵeŶĠe 

selon le même protocole que décrit partie 3 chapitre 3. 

Nous avons observé un recrutement en CD9 au niveau de la zone de contact. Ce recrutement est 

moins important que celui d’Izuŵoϭ et Ŷe deǀieŶt dĠteĐtaďle Ƌu’au ďout de ϭϬ ŵinutes de contact. 

Cependant, la protéine CD9 est dès le départ très exprimée à la membrane comme le montrent les 

images de la figure 55. Ce délai de recrutement au niveau de la zone de contact pourrait s’eǆpliƋueƌ 

paƌ le fait Ƌu’Izuŵoϭ tƌouǀe soŶ ƌĠĐepteuƌ dğs le ĐoŶtaĐt eŶ assez gƌaŶde ƋuaŶtitĠ, à la ϭϬème minute 

tous les récepteurs présents sont saturés. Au-delà de ces 10 minutes de nouveaux récepteurs sont 

recrutés.  

Ici aussi il serait judicieux de compléter les expériences et les analyses de recrutement en 

fluorescence  afin de voir si les plateaux de saturation en fluorescence pour CD9-EGFP et Izumo1 sont 

atteiŶts eŶ ŵġŵe teŵps Đe Ƌui iŶdiƋueƌait Ƌue la ŵolĠĐule ƌĠĐepteuƌ d’Izuŵoϭ est ďieŶ liĠe à la 

tétraspanineCD9. 

   

 

Figure 55 : Recrutement en CD9 au niveau de la zone de contact entre un ovocyte CD9-EGFP et une cellule K562-

Izumo1-RFP. Le ƌeĐƌuteŵeŶt appaƌaît veƌs la ϭϬğŵe ŵiŶute et s’iŶteŶsifie ;  à la 15ème il est plus net.   
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3. Conclusion  

Nos observations nous ont permis de mieux caractériser Izumo1. Celle-ci est une protéine 

d’adhĠsioŶ Ƌui, Đoŵŵe de Ŷoŵďƌeuǆ ŵeŵďƌes de la “upeƌfaŵille des IŵŵuŶogloďuliŶes, dĠǀeloppe 

uŶe iŶteƌaĐtioŶ eŶ tƌaŶs aǀeĐ uŶ ƌĠĐepteuƌ. Les lieŶs Ƌu’elle ĐƌĠe aǀeĐ son partenaire en trans 

ĐoŶduit à l’adhĠsioŶ des Đellules Ƌui les poƌteŶt. La tĠtƌaspaŶiŶe CDϵ est uŶe pƌotĠiŶe Ƌui pouƌƌait 

ĐoŶstitueƌ le ƌĠĐepteuƌ poteŶtiel d’autaŶt Ƌu’elle dĠǀeloppe des iŶteƌaĐtioŶs aǀeĐ uŶe autƌe pƌotĠiŶe 

de la Superfamille des Immunoglobulines (Ellerman et al. 2003). Nos observations permettent 

d'infirmer cette hypothèse : CD9 n'est pas le récepteur d'Izumo1. Nous avons également éliminé un 

autre candidat : la tétraspanine CD81. Toutefois, le recrutement de CD9 au cours de l'adhésion 

ĐoƌƌĠlĠ à Đelui d’Izuŵoϭ suggğƌe foƌteŵeŶt Ƌue la ŵolĠĐule paƌteŶaiƌe d’Izuŵoϭ est assoĐiĠe eŶ Đis 

aǀeĐ CDϵ. La satuƌatioŶ plus ƌapide eŶ Izuŵoϭ au Ŷiǀeau de la zoŶe de ĐoŶtaĐt eŶ l’aďseŶĐe de CDϵ 

ƌeŶfoƌĐe Đe sĐĠŶaƌio. Ces eǆpĠƌieŶĐes pouƌƌaieŶt ġtƌe ĐoŶtiŶuĠes afiŶ d’appoƌteƌ uŶe ŵeilleure 

ĐoŶŶaissaŶĐe de la possiďle iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe la tĠtƌaspaŶiŶe CDϵ et le ƌĠĐepteuƌ d’Izuŵoϭ.  
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Chapitre 2/ Interactions par le domaine cytosolique : Izumo1 est-elle liée au 

cytosquelette?  

Comme mentionné en Introduction (Chapitre 2), plusieurs membres de la Superfamille des 

IŵŵuŶogloďuliŶes soŶt des pƌotĠiŶes d’adhĠsioŶ. Ces pƌotĠiŶes soŶt des pƌotĠiŶes 

tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌes Ƌui peƌŵetteŶt l’adhĠsioŶ des Đellules eŶtƌe elles et à la ŵatƌiĐe eǆtƌa Đellulaiƌe. 

Elles ƌĠaliseŶt des liaisoŶs aǀeĐ d’autƌes pƌotĠines de la même famille, « liaisons homophiles », ou 

aǀeĐ d’autƌes ŵolĠĐules : des protéoglycanes de la matrice extracellulaire et des intégrines. Elles 

jouent un rôle important dans la transduction des signaux de stress mécanique extracellulaires vers 

le milieu intracellulaire et ce en interagissant avec le cytosquelette.  

L'expérience présentée ici vise à mettre en évidence une éventuelle interaction entre Izumo1 et 

le cytosquelette. Le cytosquelette est un réseau de fibres dont la partie la plus importante est 

ĐoŶstituĠe paƌ l’aĐtiŶe. 

1. EǆpĠƌieŶĐes d’iŶhiďitioŶ de la polǇŵĠƌisatioŶ de l’aĐtiŶe  

AfiŶ d’Ġtudieƌ l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe l’aĐtiŶe et la poƌtioŶ ĐǇtosoliƋue d’Izuŵoϭ, Ŷous aǀoŶs, daŶs uŶ 

premier temps, traité les cellules K562-Izumo1-RFP à la latrunculiŶe B. C’est uŶe dƌogue ;uŶ 

ŵaĐƌolideͿ Ƌui foƌŵe des Đoŵpleǆes aǀeĐ les ŵoŶoŵğƌes d’aĐtiŶe et iŶhiďe sa polǇŵĠƌisatioŶ 

(Spector et al. 1989).  

Nous avons incubés les cellules exprimant la protéine recombinante dans une solution à 500nM 

de latrunculine B pendant une heure dans du M2 à 3% de BSA à 37°C. Les cellules ont ensuite été 

ƌiŶĐĠes. L’adhĠsioŶ aǀeĐ les oǀoĐǇtes a ĠtĠ testĠe paƌ ŵiĐƌoŵaŶipulatioŶ Đoŵŵe pƌĠĐĠdeŵŵeŶt. 

Cependant, le traitement à la latrunculine ayant beaucoup fragilisé les cellules, elles se sont avérées 

difficiles à manipuler, leur membrane se rompant rapidement, parfois aussitôt après que la cellule a 

été attrapée par la micropipette.  Nous avons donc eu recours à une stratégie alternative basée sur 

un marquage fluorescent de l'actine.   

2. EǆpĠƌieŶĐes de ŵaƌƋuage fluoƌesĐeŶt de l’aĐtiŶe 

Le pDEST/LIfeAct-mCherry-Nϭ ;AŶŶeǆe ϮͿ est uŶ plasŵide Ƌui fait eǆpƌiŵeƌ auǆ filaŵeŶts d’aĐtiŶe 

(actine F) une étiquette mCherry qui émet dans le rouge. Une cellule transfectée avec ce plasmide 

exprime donc une actine F dont la répartition peut être directement imagée en confocal dans le 

teŵps. DaŶs Ŷotƌe Đas il est iŶtĠƌessaŶt d’oďseƌǀeƌ l’ĠǀolutioŶ de la ƌĠpaƌtitioŶ de l’aĐtiŶe au fuƌ et à 

ŵesuƌe du ƌeĐƌuteŵeŶt d’Izuŵoϭ daŶs la zoŶe de ĐoŶtaĐt Đellule/oǀoĐǇte, afin de voir une 

éventuelle corrélation. Les cellules K562 ont été co-transfectées par les plasmides pIzumo1-EGFP  et 

pLIfeAct-mCherry dans une proportion 3 pour 1 pour ne pas avoir une expression trop importante de 
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l’aĐtiŶe poƌtaŶt l’ĠtiƋuette fluoƌesĐente par rapport à Izumo1. La transfection a été faite selon le 

protocole donné en annexe 3. Le rendement de la co-transfection est extrêmement faible. Moins de 

1% des cellules expriment à la fois Izumo1-EGFP et l’aĐtiŶe F ŵCheƌƌǇ. Pouƌ la pƌeŵiğƌe fois, des 

cellules exprimant manifestement Izumo1-EGFP ;Đaƌ ǀeƌtesͿ Ŷ’adhĠƌaieŶt pas auǆ oǀoĐǇtes suggĠƌaŶt 

uŶ ŵauǀais adƌessage d’Izuŵoϭ à la ŵeŵďƌaŶe et/ou uŶe ŵauǀaise ĐoŶfoƌŵatioŶ de la pƌotĠiŶe. Un 

seul test d’adhĠsioŶ a pu ġtƌe ŵeŶĠ paƌ ŵiĐƌoŵaŶipulatioŶ. En effet, 9 cellules exprimant les deux 

pƌotĠiŶes eǆogğŶes oŶt ĠtĠ testĠes. “euleŵeŶt deuǆ oŶt adhĠƌĠ, ŵais le ƌeĐƌuteŵeŶt de l’aĐtiŶe Ŷ’a 

été observé que sur une seule de ces deux cellules. Les acquisitions ont été faites par imagerie 

confocale. Les analyses ont été faites avec le Logiciel Image J en utilisant le même protocole 

d’aŶalǇse Ƌue Đelui dĠĐƌit daŶs le ϯğŵe Đhapitƌe de la ϯğŵe paƌtie.  

Nous observons le recrutement habituel en Izumo1 au niveau de la zone de contact avec un 

plateau qui débute autour de la 15ème minute de temps de contact. Par ailleurs nous avons observé 2 

piĐs d’eǆpƌessioŶ de l’aĐtiŶe daŶs la zoŶe de ĐoŶtaĐt. CoŶtƌaiƌeŵeŶt à Izuŵoϭ ou ŵġŵe CDϵ suƌ 

l’oǀoĐǇte, Đette augŵeŶtatioŶ du tauǆ d’aĐtiŶe daŶs la zoŶe de ĐoŶtaĐt seŵďle tƌaŶsitoire. Un 

premier pic apparait à la 6ème minute de contact puis disparait, un autre apparait à la 17ème minute 

et dispaƌait à soŶ touƌ ;Figuƌe ϰϴ A et BͿ. Il se tƌouǀe Ƌue daŶs le test ŵeŶĠ, Đes deuǆ piĐs d’aĐtiŶe se 

produisent à deux moments particuliers : le pƌeŵieƌ piĐ à la ϲğŵe ŵiŶ fait suite à la fiŶ de l’eǆteŶsioŶ 

de l’aiƌe de ĐoŶtaĐt effeĐtiǀe, le seĐoŶd fait suite à la satuƌatioŶ de Đette deƌŶiğƌe eŶ pƌotĠiŶe. 

NĠaŶŵoiŶs d’autƌes eǆpĠƌieŶĐes deǀƌoŶt ġtƌe ƌĠalisĠes pouƌ ĐoŶfiƌŵeƌ ou iŶfiƌŵeƌ le ĐaƌaĐtğƌe 

systématique de cette observation. 
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Figure 48 : ReĐƌuteŵeŶt eŶ Izuŵoϭ et eŶ aĐtiŶe au Ŷiveau de la zoŶe de ĐoŶtaĐt. L’eŶƌiĐhisseŵeŶt ŵoǇeŶ eŶ 

fluorescence par unité d'aire moyenne augmente pour Izumo1 pour atteindre un plateau à la 15ème minute de 

teŵps de ĐoŶtaĐt. L’eŶƌiĐhisseŵeŶt eŶ aĐtiŶe indiqué par * présente quant à lui en deux pics à la 6ème minute 

et un 2nd à la 18ème  minute.  

 

3. Conclusion  

Ces oďseƌǀatioŶs Ŷous peƌŵetteŶt d’eŶǀisageƌ uŶ lieŶ possiďle eŶtƌe l’aĐtiŶe et Izuŵoϭ. Paƌ 

eǆeŵple, elles pouƌƌaieŶt suggĠƌeƌ Ƌu’Izuŵoϭ, au Ŷiǀeau de la zone de contact, transducte un signal 

eǆtƌaĐellulaiƌe  et aĐtiǀe aiŶsi l’aĐtiŶe F Ƌui se ǀoit ƌeĐƌutĠe ĠgaleŵeŶt au Ŷiǀeau de Đette ƌĠgioŶ. 

L’aĐtiŶe F pouƌƌait eŶsuite elle-ŵġŵe eŶtƌaiŶeƌ l’aĐtiǀatioŶ d’uŶe pƌotĠiŶe Ƌui pouƌƌait joueƌ uŶ ƌôle 

dans la fusioŶ.  Cette eǆpĠƌieŶĐe Ŷ’a pu ġtƌe ƌefaite Đoŵpte teŶu de la diffiĐultĠ d’oďteŶiƌ uŶe Co-

eǆpƌessioŶ des deuǆ ǀeĐteuƌs paƌ tƌaŶsfeĐtioŶ tƌaŶsitoiƌe. Il seƌait ŶĠaŶŵoiŶs iŶtĠƌessaŶt d’eǆploƌeƌ 

plus aǀaŶt la possiďilitĠ d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Izuŵoϭ et le cytosquelette au moment du contact 

aǀeĐ l’oǀoĐǇte.   
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6ème partie  / Izumo1 impliquée au-delà  de l’adhĠsioŶ?  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le fait Ƌue les speƌŵatozoïdes Izuŵoϭ KO adhğƌeŶt à l’oǀoĐǇte saŶs fusioŶŶeƌ (Inoue et al. 2005) 

d’uŶe paƌt et Ƌu’Izuŵoϭ se lie eŶ Cis à d’autƌes pƌotĠiŶes de la ŵeŵďƌaŶe speƌŵatiƋue d’autƌe paƌt 

(Stein et al. 2006; Ellerman et al. 2009; Inoue et al. 2010b) laisseŶt peŶseƌ Ƌu’Izuŵoϭ est uŶe 

pƌotĠiŶe iŵpliƋuĠe daŶs l’Ġtape de fusioŶ. 

Nous aǀoŶs eǆploƌĠ l’hǇpothğse Ƌu’Izumo1 induise la fusion et ce indépendamment des autres 

pƌotĠiŶes speƌŵatiƋues. Les ƌĠsultats de Đes sĠƌies d’eǆpĠƌieŶĐes seƌoŶt eǆposĠs daŶs le pƌeŵieƌ 

chapitre. Nos observations nous ont permis de mettre en évidence deux phénomènes décrits lors de 

la fusioŶ du speƌŵatozoïde et de l’oǀoĐǇte. Le pƌeŵieƌ est le phĠŶoŵğŶe de tƌogoĐǇtose (Barraud-

Lange, Naud-Barriant, Bomsel, et al. 2007; Miyado et al. 2008), ces observations seront décrites dans 

le second chapitre. Le deuxième est un phénomène proche de la phagocytose observée lors de 

l’iŶteƌŶalisatioŶ de la tġte du speƌŵatozoïde phagoĐǇtose ;YaŶagiŵashi R 1994 ; Chen & Sthananthan 

1986 ; Sthananthan 1993) et observée par Bronson (Bronson 1998; Bronson & Fusi 1990). Les 

ƌĠsultats de Đes oďseƌǀatioŶs feƌoŶt l’oďjet du tƌoisiğŵe Đhapitƌe de cette partie.  
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Chapitre 1/ Izumo1 induit-elle une fusion ou hémi-fusion des membranes 

cellulaires ?  

Nous aǀoŶs dĠŵoŶtƌĠ Ƌu’Izuŵoϭ est uŶe pƌotĠiŶe d’adhĠsioŶ. Mais la littĠƌatuƌe Ŷous dit Ƌue 

sans Izumo1 la fusion ne peut se produire (Inoue et al. 2005). Lors de la fusion, les bicouches qui 

ĐoŵposeŶt la ŵeŵďƌaŶe des Ϯ Đellules eŶ ĐoŶtaĐt Ŷ’eŶ foŶt plus Ƌu’uŶe. Loƌs d’uŶe hĠŵifusioŶ, 

seules les ĐouĐhes eǆteƌŶes des ŵeŵďƌaŶes des Ϯ Đellules ĐoŵŵuŶiƋueŶt. L’hĠŵifusioŶ peut 

constituer la première étape de la fusion. Nous avons alors voulu testeƌ l’hǇpothğse Ƌue la foƌte 

adhĠsioŶ iŶduite paƌ Izuŵoϭ puisse ŵeŶeƌ à la fusioŶ ou à l’hĠŵifusioŶ saŶs iŶteƌǀeŶtioŶ d’autƌes 

protéines spermatiques.  

Pour mener cette étude, nous avons réalisé 4 tests différents :  

1. Les eǆpĠƌieŶĐes d’adhĠsioŶ ovoĐǇtes-cellules K562-Izumo1-RFP  

La RFP eǆogğŶe est d’eǆpƌessioŶ iŶtƌa-ĐǇtoplasŵiƋue.  DaŶs le Đas d’uŶe fusioŶ elle seƌait 

oďseƌǀĠe eŶ fluoƌesĐeŶĐe daŶs le ĐǇtoplasŵe de l’oǀoĐǇte autouƌ de la zoŶe de ĐoŶtaĐt. AuĐuŶe des 

expériences que nous avons menées ne nous a permis de mettre en évidence le passage de la RFP 

daŶs le ĐǇtoplasŵe de l’oǀoĐǇte ;Figuƌe ϰϵͿ. 

 

Figure 49 : Cellule K562-Izumo1-RFP adhérant 

à un ovocyte; il n y a pas de passage de la RFP 

dans le cytoplasme. 

 

2. Les eǆpĠƌieŶĐes d’adhĠsioŶ ovoĐǇtes ŵaƌƋuĠs au Hoechst-cellules K562-

Izumo1-RFP 

Pour mener cette étude nous avons repris le principe de révélation de la fusion par marquage au 

Hoechst exposé au 1er chapitre de la 2ème partie. Un ovocyte préalablement incubé dans du 

Hoechst puis rincé est micromanipulé au ĐoŶtaĐt d’uŶe Đellule KϱϲϮ-Izuŵoϭ. L’ĠǀolutioŶ d’Izuŵoϭ 
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daŶs la zoŶe de ĐoŶtaĐt aiŶsi Ƌue l’ĠǀeŶtuelle appaƌitioŶ de HoeĐhst daŶs le ŶoǇau de Đellule, sigŶe 

que la fusion des membranes a eu lieu, sont suivis en microscopie confocale.  

Nous avons observĠ Ƌu’eŶ dĠpit d’uŶe adhĠsioŶ foƌte et duƌaďle, le HoeĐhst Ŷe se fiǆe pas suƌ le 

noyau de la cellule. Celle-Đi adhğƌe à l’oǀoĐǇte ŵais Ŷe fusioŶŶe pas ;Figuƌe ϱϬͿ.  

 

 

Figure 50: Cellule K562-Izumo1-EGFP après adhésion avec 

un ovocyte préincubé au Hoechst. Le ŶoǇau de l’ovoĐǇte est 

ŵaƌƋuĠ, Đelui de la Đellule Ŷe l’est pas. Il Ŷ’Ǉ a pas de fusioŶ.  

 

3. Les eǆpĠƌieŶĐes d’adhĠsioŶ ovoĐǇtes PKH-cellules K562-Izumo1-RFP 

Nous avons marqué les membranes ovocytaires par du PKH27; fluorophore ayant une queue 

lipophile Ƌui s’iŶsğƌe daŶs la ŵeŵďƌaŶe et la Đoloƌe. DaŶs le Đas d’uŶe fusioŶ ou hĠŵifusioŶ, la 

ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe seƌait ĠgaleŵeŶt ŵaƌƋuĠe. Mais Ŷos ƌĠsultats Ŷ’oŶt ƌieŶ ŵoŶtƌĠ de tel ;Figuƌe 

52).  

 

Figure 52: Cellule K562-Izumo1-RFP 

adhérant à un ovocyte marqué par le PKH 

27. Il Ŷ’Ǉ a pas de passage du PKH à la 

ŵeŵďƌaŶe de la Đellule. Il Ŷ’Ǉ a pas 

d’hĠŵifusioŶ. 
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4. Conclusion  

Ces ƌĠsultats Ŷous peƌŵetteŶt d’aƌƌiǀeƌ paƌ Ƌuatƌe eǆpĠƌieŶĐes diffĠƌeŶtes à la ĐoŶĐlusioŶ 

Ƌu’Izuŵoϭ seule Ŷe peut iŶduiƌe Ŷi fusioŶ Ŷi hĠŵifusioŶ. “i elle est iŵpliƋuĠe daŶs uŶ pƌoĐessus de 

fusioŶ, Izuŵoϭ doit pouǀoiƌ iŶteƌagiƌ aǀeĐ d’autƌes pƌotĠiŶes de la membrane du spermatozoïde.   
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Chapitre 2/ Un échange de membrane ou « trogocytose » ?  

La trogocytose est un phénomène décrit essentiellement dans la synapse immunologique et qui 

consiste en un transfert intercellulaire de molécules membranaires. Elle implique un rapprochement 

étroit des membranes. La trogocytose a été décrite pour la première fois dans les années 70 puis 

l’idĠe a ĠtĠ aďaŶdoŶŶĠe jusƋu’auǆ aŶŶĠes ϵϬ où, gƌâĐe à l’iŵageƌie de fluoƌesĐeŶĐe, HuaŶg et al. oŶt 

pu montrer un transfert des moléĐules du CMH ;Coŵpleǆe Majeuƌ d’HistoĐoŵpatiďilitĠͿ poƌtaŶt uŶe 

ĠtiƋuette GFP d’uŶe Đellule pƌĠseŶtatƌiĐe d’aŶtigğŶe ǀeƌs des lǇŵphoĐǇtes T ĐǇtotoǆiƋues (Huang 

1999). EŶ ϮϬϬϭ l’ĠƋuipe d’Hudƌisieƌ ŵoŶtƌe Ƌue les lǇŵphoĐǇtes T ĐǇtotoǆiƋues peuǀeŶt Đaptuƌeƌ des 

fƌagŵeŶts de ŵeŵďƌaŶe de la Đellule pƌĠseŶtatƌiĐe d’aŶtigğŶe poƌtaŶt des pƌotĠiŶes 

transmembranaires (Hudrisier et al. 2001).  

La tƌogoĐǇtose a ĠtĠ ĠǀoƋuĠe pouƌ la pƌeŵiğƌe fois daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue paƌ l’ĠƋuipe du 

Laďoƌatoiƌe de Biologie de la RepƌoduĐtioŶ HuŵaiŶe de l’hôpital Cochin avec laquelle nous 

collaborons. Lange et al. montrent que le spermatozoïde capture des protéines CD9 par transfert de 

membrane ovocytaire et ce par un mécanisme proche de la trogocytose  (Barraud-Lange, Naud-

Barriant, Bomsel, et al. 2007); cet échange membranaire est déterminant pour la réussite de la 

fécondation ; en incubant des ovocytes CD9-/- aveĐ les ǀĠsiĐules poƌtaŶts la pƌotĠiŶe l’ĠƋuipe de 

Miyado a montré un recouvrement de la fécondation (Miyado et al. 2008).  

EŶ ƌĠalisaŶt les eǆpĠƌieŶĐes d’adhĠsioŶ eŶtƌe les oǀoĐǇtes ŵaƌƋuĠs au PKH ϲϳ et des Đellules 

K562-Izumo1-RFP décrites au chapitre précédant, nous avons observé que sur certaines cellules 

laissĠes eŶ ĐoŶtaĐt eŶǀiƌoŶ uŶe heuƌe aǀeĐ l’oǀoĐǇte la pƌĠseŶĐe des doŵaiŶes ĠŵettaŶt eŶ ǀeƌt eŶ 

fluorescence (Figure 53). Cette fluorescence traduit la capture de lipides ovocytaires marqués au 

PKH67 par la cellule.  

 

Figure 53 : Cellule K562-Izumo1-RFP adhérant à un 

ovocyte marqué par le PKH 67. Des lipides de la 

ŵeŵďƌaŶe de l’ovoĐǇte soŶt Đapturés par la cellule 

évoquant un phénomène de trogocytose. 
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Conclusion 

Nos observations ont permis de mettre en évidence un transfert de lipides de la membrane de 

l'ovocyte vers la membrane de la cellule exprimant Izumo1 rappelant fortement un phénomène de 

tƌogoĐǇtose oďseƌǀĠ daŶs le Đas de l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue paƌ deuǆ ĠƋuipes différentes (Barraud-

Lange, Naud-Barriant, Bomsel, et al. 2007; Miyado et al. 2008). Cette observation soulève 

l’iŶteƌƌogatioŶ suivante : ce phénomène de trogocytose que nous avons vu est-il du uniquement à 

l’adhĠsioŶ oǀoĐǇte-cellule ou existe-t-il uŶ phĠŶoŵğŶe de ƌeĐoŶŶaissaŶĐe eŶte l’oǀoĐǇte et la Đellule 

exprimant la protéine exogène qui serait Izumo1 induit ? Des expériences complémentaires doivent 

être menées afin de mieux étudier cet échange membranaire elles seront exposées dans la partie 

conclusion et perspectives.   
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Chapitre 3/ Le spermatozoïde est-il internalisé par un phénomène proche de 

la phagocytose ?  

 

Les images de microscopie électronique montrent que la fusion a lieu au niveau de la zone 

équatoriale tandis que la partie antérieure de la tête du spermatozoïde est internalisée par un 

mécanisme proche de la phagocytose (Yanagimashi R 1994 ; Chen & Sthananthan 1986 ; Sthananthan 

1993). Izumo1 est présent au niveau de cette région équatoriale au moment où le spermatozoïde et 

l’oǀoĐǇte fusioŶŶeŶt. L’ĠƋuipe d’Okaďe a ĐoŶfiƌŵĠ Đette doŶŶĠe paƌ le suiǀi dǇŶaŵiƋue de 

speƌŵatozoïdes doŶt l’Izuŵoϭ poƌte uŶe ĠtiƋuette ŵCheƌƌǇ, en train de féconder des ovocytes 

portant un CD9-EGFP (Satouh et al. 2012). Elle a montré que les spermatozoïdes exprimant Izumo1 

foƌŵaieŶt uŶe ǀĠsiĐule d’iŶteƌŶalisatioŶ daŶs le ĐǇtoplasŵe de l’oǀoĐǇte paƌ la paƌtie aŶtĠƌieuƌe de 

leur tête (cette donnée est discutée dans le chapitre discussion de la 3ème partie de ce travail). Cette 

internalisation débute 5min après le contact et Izumo1 disparaît à la 20ème minute.  

Lors des expériences menées avec des ovocytes de la lignée CD9-EGFP avec des cellules 

exprimant Izumo1-RFP nous avons observé après une trentaine de minutes de contact un 

phénomène assez ressemblant à une internalisation. Nos résultats montrent que la membrane de 

l’oǀoĐǇte dĠǀeloppe des eǆteŶsioŶs, et Đe ǀeƌs ϭϮ ŵiŶutes de ĐoŶtaĐt et foƌŵe uŶ aŶŶeau autouƌ de 

la cellule K562-Izumo1-RFP (Figure 54).   

 

 

 

 

Figure 54 : Cellule K562-Izumo1-RFP adhérant à un ovocyte 

CD9-EGFP. A/ EǆteŶsioŶ de la ŵeŵďƌaŶe de l’ovoĐǇte 

eŶtouƌaŶt la Đellule. B/ L’eǆteŶsioŶ pƌeŶd la foƌŵe d’uŶ 

aŶŶeau Ƌui peŶseƌ à uŶ phĠŶoŵğŶe d’iŶteƌŶalisatioŶ.  
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Conclusion  

Izumo1 ne seŵďle pas aǀoiƌ la possiďilitĠ d’iŶduiƌe l’ouǀeƌtuƌe d’uŶ poƌe de fusioŶ. Toutefois 

cette protéine semble impliquée au-delà de l’Ġtape d’adhĠsioŶ des gaŵğtes. Nous aǀoŶs oďseƌǀĠ uŶ 

phĠŶoŵğŶe d’iŶteƌŶalisatioŶ pƌoĐhe de la phagoĐǇtose ĠǀoƋuaŶt l’iŶteƌŶalisation de la partie 

antérieure de la tête du spermatozoïde se produisant lors de la fécondation. Ce phénomène 

d’iŶteƌŶalisatioŶ iŵpliƋue-t-il une reconnaissance spécifique médiée par Izumo1 ? Il est intéressant 

de noter que ce phénomène se produise en préseŶĐe d’Izuŵoϭ mais nos résultats ne nous 

peƌŵetteŶt pas d’affiƌŵeƌ Ƌu’il eŶ dĠpeŶd. IĐi aussi des eǆpĠƌieŶĐes ĐoŵplĠŵeŶtaiƌes pouƌƌaieŶt 

amener des éléments de réponse intéressants. 
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Conclusions et perspectives 

 

Nos ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt pouƌ la pƌeŵiğƌe fois Ƌu’Izuŵoϭ est uŶe pƌotĠiŶe d’adhĠsioŶ 

ƌeĐoŶŶaissaŶt uŶ  ƌĠĐepteuƌ spĠĐifiƋue suƌ la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte. Ce ƌĠĐepteuƌ est laƌgeŵeŶt 

pƌĠseŶt au Ŷiǀeau de la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte et dĠǀeloppe uŶ lieŶ aǀeĐ Izuŵo1 dès les premières 

seĐoŶdes de ĐoŶtaĐt. Nous aǀoŶs pu ƋuaŶtifieƌ Đette adhĠsioŶ à l’ĠĐhelle ŵolĠĐulaiƌe et Đellulaiƌe et 

Ŷos ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue Đ’est uŶe adhĠsioŶ foƌte et staďle. Nous aǀoŶs ŵis eŶ ĠǀideŶĐe Đette 

interaction par deux méthodes expérimentales différentes et au moyen de trois modèles cellulaires 

différents. Cette interaction est donc spécifique à Izumo1. Nos résultats ont également montré 

Ƌu’Izuŵoϭ est ƌeĐƌutĠ au Ŷiǀeau de la zoŶe de ĐoŶtaĐt et Đe dğs les pƌeŵiğƌes ŵiŶutes. Ces 

arguments Ŷous peƌŵetteŶt d’aǀaŶĐeƌ l’hǇpothğse Ƌu’Izuŵoϭ est uŶe protéine d’adhĠsioŶ générant 

une adhésion forte du spermatozoïde à l’oǀoĐǇte pƌopiĐe au à l’ĠtaďlisseŵeŶt du  processus de 

fusion. Cette hypothèse est en accord avec les observations de l’ĠƋuipe d’Okabe montrant que les 

seuls speƌŵatozoïdes Đapaďles de fusioŶŶeƌ soŶt Đeuǆ ŵoŶtƌaŶt uŶe foƌte ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’Izuŵoϭ 

dans la zone équatoriale (Satouh et al. 2012), cette zone étant celle par laquelle la fusion des 

gamètes se produit (Nagagimachi 1994 ; Chen Sthananthan 1986 ; Sthananthan 1993). 

Nous avons pu également montrer que cette adhésion est développée par la portion 

extraĐellulaiƌe de la pƌotĠiŶe. Ce ƌĠsultat est souteŶu paƌ diffĠƌeŶts tƌaǀauǆ d’iŶhiďitioŶ de la 

fécondation par des anticorps dirigés contre la portion extracellulaire de la protéine (Inoue et al. 

2005; Naz 2008; Xing et al. 2011; Wang et al. 2009). Toutefois la portion du domaine extracellulaire 

impliquée dans cette adhésion n’est pas dĠfiŶie. Il peut s’agiƌ de la  paƌtie N-terminale du domaine 

extracellulaire qui correspond à la partie Izumo à proprement parler, ou du domaine 

immunoglobuline. La génération de protéines recombinantes portant des troncatures ou des 

mutations ponctuelles de l’uŶ ou l’autƌe de Đes doŵaiŶes et leur analyse par les mêmes approches 

que celles utilisées dans cette étude pourrait apporter une réponse.  

Le ƌĠĐepteuƌ d’Izuŵoϭ suƌ l’oǀoĐǇte ƌeste eŶĐoƌe à tƌouǀeƌ. Les eǆpĠƌieŶĐes pƌĠliŵiŶaiƌes 

que nous aǀoŶs ŵeŶĠes Ŷous peƌŵetteŶt d’affiƌŵeƌ aǀeĐ Đeƌtitude Ƌu’elle Ŷ’est  Ŷi la tĠtƌaspaŶiŶe 

CDϵ Ŷi la tĠtƌaspaŶiŶe CDϴϭ  ŵais suggğƌeŶt tout de ŵġŵe l’iŵpliĐatioŶ de CDϵ eŶ taŶt Ƌue 

partenaire en Cis de ce récepteur. Ces expériences devront être continuées afin de confirmer et 

quantifier ces observations. 

Izuŵoϭ dĠǀeloppe doŶĐ uŶe iŶteƌaĐtioŶ eŶ TƌaŶs Ƌui Ŷ’eǆĐlut ĐepeŶdaŶt pas uŶe iŶteƌaĐtioŶ 

en Cis avec des protéines partenaires de la membrane spermatique, elles-mêmes impliquées dans les 
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Ġtapes d’adhĠsioŶ et/ou de fusion (Stein et al. 2006; Ellerman et al. 2009). La possiďilitĠ Ƌu’Izuŵoϭ 

joue à la fois le ƌôle de pƌotĠiŶe d’adhĠsioŶ et d’oƌgaŶisateuƌ de pƌotĠiŶes fusogğŶes est d’autaŶt 

plus plausible que nous avons démontré que bien que sa présence soit indispensable à la fusion des 

gamètes, Izumo1 seule ne peut induire cette fusion.  

Nos travaux ont également mis en évidence deux mécanismes membranaires pouvant jouer 

un rôle dans le processus fusion pour lesquels  Izumo1 pourraient jouer un rôle actif.  

Le premier est un transfert de lipides de la membrane de l'ovocyte vers la membrane de la 

cellule exprimant Izumo1 exogène rappelant fortement un processus de trogocytose. Ce phénomène 

a ĠtĠ oďseƌǀĠ eŶtƌe le speƌŵatozoïde et l’oǀoĐǇte, des pƌotĠiŶes CDϵ de la ŵeŵďƌaŶe speƌŵatiƋue 

ayant été retrouvées suƌ des speƌŵatozoïdes aǇaŶt appƌoĐhĠ l’oǀoĐǇte ;Baƌƌaud-Lange et al. 2007; K. 

MiǇado et al. ϮϬϬϴͿ. Le ƌôle ĠǀeŶtuel d’Izuŵoϭ daŶs ce processus de trogocytose reste cependant à 

être déterminé. On peut notamment imaginer que les liens formés entre  Izumo1 et son récepteur 

puissent déclencher une signalisation induisant ce phénomène de trogocytose ? Une première 

expérience permettant de testeƌ Đette hǇpothğse seƌait d’iŶĐuďeƌ des oǀoĐǇtes ŵaƌƋuĠs au PKH ϲϳ 

et de les faire adhérer à des cellules K562 sauvages (Ŷ’eǆpƌiŵaŶt pas la pƌotĠiŶe eǆogğŶe Izuŵoϭ) 

paƌ uŶ autƌe ŵoǇeŶ Ƌu’Izuŵoϭ ;Ŷous pouǀoŶs paƌ eǆeŵple eŶǀisageƌ uŶe adhĠsioŶ ǀia uŶ lien 

strepatividine biotine). Si un transfert de membrane était observé, il serait donc indépendant 

d’Izuŵoϭ. DaŶs le Đas ĐoŶtƌaiƌe, le ƌôle d’Izuŵoϭ daŶs le pƌoĐessus de tƌogoĐǇtose seƌait ĐoŶfiƌŵĠ. 

UŶe autƌe idĠe d’eǆpĠƌieŶĐe seƌait d’iŶĐuďeƌ des oǀoĐǇtes au PKH 26 (qui émet dans le rouge) et des 

cellules K562-Izumo1-EGFP : les fragments de membrane qui seront transférés sur la cellule 

appaƌaitƌoŶt eŶ ƌouge et au Đas où le ƌĠĐepteuƌ d’Izuŵoϭ Ǉ est pƌĠseŶt Ŷous pouǀoŶs eŶǀisageƌ de 

ǀoiƌ uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt d’Izumo1 au niveau de la zone de contact. Il serait également envisageable de 

mener ces expériences avec des ovocytes CD9-EGFP pour vérifier si le CD9 est observé également sur 

les vésicules de trogocytose.  

Le second mécanisme observé concerne  des extensions de la ŵeŵďƌaŶe de l’oǀoĐǇte autouƌ 

des Đellules eǆpƌiŵaŶt Izuŵoϭ. Elles suggğƌeŶt uŶ dĠďut d’iŶteƌŶalisatioŶ de la Đellule ou à uŶ 

phénomène de type phagocytose. Il est intéressant de noter que ce phénomène se produit en 

pƌĠseŶĐe d’Izuŵoϭ mais de nouveau Ŷos ƌĠsultats Ŷe Ŷous peƌŵetteŶt pas d’affiƌŵeƌ Ƌu’il eŶ 

dĠpeŶd. Ce phĠŶoŵğŶe de pseudo phagoĐǇtose est oďseƌǀĠ loƌs de l’eŶgloďeŵeŶt de la paƌtie 

aŶtĠƌieuƌe de la tġte du speƌŵatozoïde paƌ l’oǀoĐǇte (Yanagimashi R 1994 ; Chen & Sthananthan 

1986 ; Sthananthan 1993). Bronson et ses collaborateurs ont observé en microscopie électronique 

des ovocytes de hamster fécondés par des spermatozoïdes humains (Bronson 1998). Ils ont noté un 

allongement des microvillosités autour de la zone équatoriale des spermatozoïdes au moment de 
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l’adhĠsioŶ de Đes deƌŶieƌs aǀeĐ la ŵeŵďƌaŶe ĐǇtoplasŵiƋue de l’oǀoĐǇte. De plus, seuls les 

spermatozoïdes qui adhèrent aux microvillosités ovocytaires par leur zone équatoriale fusionnent 

aǀeĐ l’oǀoĐǇte. BƌoŶsoŶ et ses Đollaďoƌateuƌs eŶ ĐoŶĐlueŶt Ƌu’il eǆiste uŶ phĠŶoŵğŶe de 

ƌeĐoŶŶaissaŶĐe eŶtƌe l’oǀoĐǇte et le speƌŵatozoïde pƌoĐhe de la ƌeĐoŶŶaissaŶĐe de la cellule 

pƌĠseŶtatƌiĐe de l’aŶtigğŶe par le macrophage au moment de la phagocytose (Bronson & Fusi 1990). 

Nous pouǀoŶs eŶǀisageƌ Ƌu’Izuŵoϭ joue uŶ ƌôle daŶs Đette ƌeĐoŶŶaissaŶĐe eŶtƌe le speƌŵatozoïde 

et l’oǀoĐǇte. Des eǆpĠƌieŶĐes ĐoŵplĠŵeŶtaiƌes pouƌƌaieŶt ġtƌe ŵeŶĠes afiŶ de ŵieuǆ ĐaƌaĐtĠƌiseƌ Đe 

phénomène. Nous pouǀoŶs paƌ eǆeŵple iŶduiƌe uŶe adhĠsioŶ iŶdĠpeŶdaŶte d’Izuŵoϭ  en incubant 

les cellules et les ovocytes à la biotine et en ajoutant la streptavidine dans le milieu et vérifier si ce 

phĠŶoŵğŶe d’eŶǀeloppeŵeŶt est Izuŵoϭ dĠpeŶdaŶt. Okaďe et ses Đollaďoƌateurs ont montré que 

Đe phĠŶoŵğŶe d’iŶteƌŶalisatioŶ aǀait lieu eŶǀiƌoŶ ϱ ŵiŶutes apƌğs l’adhĠsioŶ du speƌŵatozoïde à la 

ŵeŵďƌaŶe oǀoĐǇtaiƌe et Ƌu’Izuŵoϭ est pƌĠseŶt daŶs les ǀĠsiĐules d’IŶteƌŶalisatioŶ (Satouh et al. 

2012). Nos observations montrent que les extensions de la membrane apparaissent aux alentours du 

temps de saturation de la zone de contact entre la cellule exprimant la protéine recombinante et 

l’oǀoĐǇte. Izuŵoϭ pouƌƌait ġtƌe iŵpliƋuĠe au-delà de l’adhĠsioŶ oďseƌǀĠe au Ŷiǀeau de la zoŶe 

ĠƋuatoƌiale eŶ jouaŶt uŶ ƌôle daŶs l’iŶteƌŶalisatioŶ de la paƌtie aŶtĠƌieuƌe de la tġte du 

spermatozoïde.  

Au-delà des réponses apportées sur le ŵode d’aĐtioŶ d’Izuŵoϭ daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ gaŵĠtiƋue, 

ce travail soulève de nombreuses questions ouvrant la voie à des recherches qui se poursuivront bien 

au-delà de cette thèse. 
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Annexes  
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1. La Séquence Izumo1 Murin  

 

Q9D9J7 (IZUM1_MOUSE) 

Length : 397  Mass (Da) 44,885 

D’apƌğs : http://www.uniprot.org/uniprot/Q9D9J7 

Séquence  protéique  

 

        10         20         30         40         50         60 

MGPHFTLLLA ALANCLCPGR PCIKCDQFVT DALKTFENTY LNDHLPHDIH KNVMRMVNHE 

 

        70         80         90        100        110        120 

VSSFGVVTSA EDSYLGAVDE NTLEQATWSF LKDLKRITDS DLKGELFIKE LLWMLRHQKD 

 

       130        140        150        160        170        180 

IFNNLARQFQ KEVLCPNKCG VMSQTLIWCL KCEKQLHICR KSLDCGERHI EVHRSEDLVL 

 

       190        200        210        220        230        240 

DCLLSWHRAS KGLTDYSFYR VWENSSETLI AKGKEPYLTK SMVGPEDAGN YRCVLDTINQ 

 

       250        260        270        280        290        300 

GHATVIRYDV TVLPPKHSEE NQPPNIITQE EHETPVHVTP QTPPGQEPES ELYPELHPEL 

 

       310        320        330        340        350        360 

YPELIPTVAQ NPEKKMKTRL LILLTLGFVV LVASIIISVL HFRKVSAKLK NASDEVKPTA 

 

       370        380        390  

SGSKSDQSLS QQMGLKKASQ ADFNSDYSGD KSEATEN  

 

Séquence ADN  

atggggccgcattttacactcttgctggcagctcttgccaactgcctgtgtccagggaggccctgcatcaaatgtgaccagtttgtgacagatgcgc
taaagactttcgaaaacacttacctgaatgaccacctgccacacgacattcacaaaaatgtaatgaggatggtgaaccatgaagtatcgagcttc
ggcgtagtcacttcggctgaggattcctatttgggggccgtggacgagaacacactggaacaagcaacctggagttttctgaaggatctgaagcg
tattacagacagtgacttaaaaggagagctctttataaaggaactattgtggatgcttcgtcatcaaaaggacatctttaacaatcttgctagaca
gttccaaaaggaagttctttgtcccaacaaatgcggagtgatgtcgcagactttgatctggtgtcttaagtgcgaaaagcagttgcacatttgtcgg
aaatccctagattgtggagagcgccacatagaggtacatcgctcggaagacctggtcctggactgtctgctcagttggcatcgtgcttctaaggga
cttacagattacagtttttacagggtttgggagaacagttctgagaccttgattgccaaggggaaagaaccatatctgaccaagtcgatggtgggt
ccagaggatgctggcaactaccgctgtgtgctagataccatcaaccaaggtcatgccaccgtcatccgctacgatgtcacagtattgcccccaaa
gcattcagaggaaaaccaaccaccgaacatcataacccaagaggagcacgagactcctgtccacgtgactccacagacaccaccggggcagg
agccagagtcggagctgtacccggagctgcacccagagttgtacccggagctcatacctacagtcgctcaaaatccagagaaaaaaatgaaaa
ctcgcctcttaatactgttgacccttggctttgtggttcttgtggccagcatcattatctcggtacttcactttaggaaagtcagcgctaaattgaaga
atgcaagtgacgaagtcaaacccaccgcgtcaggatccaagtcagatcagagtttgtcccaacagatgggattgaagaaggcctctcaggcaga
ttttaactctgactactctggagataagagcgaggcaacagaaaactaa 

  

http://www.uniprot.org/uniprot/Q9D9J7
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2. Les vecteurs  

 

 

 

 

Le plasmide pCAGGS-RFP (X-301 /pCAGGS-IRES2-tagRFP) : vecteur d’eǆpƌessioŶ 
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Le plasmide pEGFP-N1 : veĐteuƌ d’eǆpƌessioŶ 
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Le plasmide : pDEST/LIfeAct-mCherry-N1 
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3. Protocole de transfection transitoire  

 

Préparation des plasmides :  

Dans une hotte stérile à flux laminaire, préparer une 1ère solution de 100µl de NaCl + 8µl de 

jetPEI®, dans un second eppendorf préparer une solution de 100µl de NaCl + 4µl de solution de 

plasmide à 1µg/µl.  

Ajouter la solution de de jetPEI® à la solution de plasmide. Centrifuger 15 secondes et laisser 

à température ambiante pendant 20 à 30 minutes pour que les micelles se forment.  

La transfection transitoire:  

Les cellules sont déposées dans une boite de culture à 6 puits, dans chaque puits déposer 

2ml de cellules à la concentration de 2.105 cellules/ml dans leur milieu habituel. Ajouter la solution 

de jetPEI®+plasmide.  

Les Đellules soŶt plaĐĠes eŶ Đultuƌe à l’iŶĐuďateuƌ à ϯϳ°C sous ϱ% de CO2 dans une hotte 

humide. Elles expriment la protéine 24 heures plus tard.   
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4. Protocoles de génotypage pour les différentes lignées de souris 

 

Le gĠŶotǇpage s’effeĐtue paƌ PCR ;PolǇŵeƌase ChaiŶ ReaĐtioŶͿ ou polǇŵĠƌisatioŶ eŶ ĐhaiŶe, 

Ƌui peƌŵet d’aŵplifieƌ uŶ fƌagŵeŶt d’ADN eǆtƌait de ĐhaƋue souƌis. La PCR peƌŵet uŶe aŵplifiĐatioŶ 

spécifique de chaƋue fƌagŵeŶt à l’aide d’aŵoƌĐes ;oligoŶuĐlĠotides siŵple ďƌiŶ spĠĐifiƋues de la 

séquence à reconnaître) et de détecter ainsi le gène sauvage et/ou le transgène.  

Les ADN pƌoǀieŶŶeŶt de lǇsats de Ƌueues de souƌiĐeauǆ d’uŶe seŵaiŶe eŶǀiƌoŶ. Les ďouts de 

queues de ϯ à ϱŵŵ soŶt pƌĠleǀĠs à l’aŶiŵaleƌie ĐeŶtƌale au ŵoŵeŶt du seǆage et du ďaguage, à 

ĐhaƋue ĠĐhaŶtilloŶ est attƌiďuĠ le ŶuŵĠƌo de ďague de la souƌis assoĐiĠe afiŶ de Ŷe pas faiƌe d’eƌƌeuƌ 

de génotypage.  

La queue est traitée par une solution de lyse comprenant une Solution de tampon (Direct 

PCR Lysis reagent, Euromedex) à laquelle nous ajoutons de la Protéinase K à 1µg/100µL (il faut 

compter environ 1µg par mm de queue ; Proteinase K (PK) Promega). Les échantillons sont placés 

sous agitation à 55°C 12 heures. La protéinase K est désactivée à 95°C pendant dix minutes.  

Pour les trois séries de génotypages que nous avons mis au point, les réactions de 

polǇŵĠƌisatioŶ oŶt ĠtĠ effeĐtuĠes daŶs uŶ ǀoluŵe fiŶal de ϱϬμL ĐoŵpƌeŶaŶt ϰµL d’ADN-cible non 

quantifié. Les réactifs ont été utilisés aux concentrations suivantes : les quatre nucléotides (dNTP, 

10mM de chaque), les amorces spécifiques (20 pM chacune), MgCl2 (25mM). Plusieurs enzymes ont 

été testées, nous avons finalement réussi à obtenir une bonne sensibilité avec la polymérase 

(HotStarTaq PCR Quiagen).  

Les lysats sont ajoutés à la solution de réactifs préparés selon les protocoles représentés sur 

les tableaux 1, 2 et 3 correspondants aux protocoles pour chaque lignée de souris. Les aliquotes sont 

placés daŶs le theŵoĐǇĐleuƌ. Les ĐǇĐles ĐoŵŵeŶĐeŶt d’aďoƌd paƌ uŶ Đhauffage à ϵϱ°C peŶdaŶt ϭϱ 

ŵiŶutes pouƌ dĠŶatuƌeƌ l’ADN, plusieuƌs ĐǇĐles soŶt eŶsuite ŶĠĐessaiƌes à la ƌĠaĐtioŶ : dénaturation à 

94°C pendant 1 minute, hybridation 64°C pendant 1 minute (la températuƌe d’hǇďƌidatioŶ dĠpeŶd de 

l’aŵoƌĐe utilisĠe, pouƌ Đes sĠƌies de gĠŶotǇpage j’ai ǀĠƌifiĠ les teŵpĠƌatuƌes d’hǇďƌidatioŶ eŶ faisaŶt 

des gradients de température), élongation à 72°C pendant 2 minutes.  

Les aŶalǇses se foŶt paƌ ƌĠǀĠlatioŶ suƌ gel d’agaƌose à 1% en présence de bromure 

d’Ġthidiuŵ sous ĠĐlaiƌage ultƌaǀiolet. 

 

1. Protocole de génotypage des souris CD9 KO 
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Pour cette lignée de souris nous avons accouplé les souris femelles CD9 +/- avec des mâles -/-  car les 

souƌis d’iŶtĠƌġt soŶt les souƌis CDϵ -/- infertiles (les détails des lignées et des accouplements sont 

expliqués au chapitre 1 de la 2ème partie). Nous avons donc amplifié les allèles sauvage et 

recombinant.  

La teŵpĠƌatuƌe d’hǇďƌidatioŶ est de ϳϬ°C, pouƌ Đe gĠŶotǇpage Ŷous aǀoŶs aŵplifiĠ à ϰϮ ĐǇĐles.  

 

L’allğle ƌeĐoŵďiŶaŶt (354 bp) est amplifié par les amorces 

suivantes : 

- 5' TGC AGG CAT GGA GGC GCA GC 3'        UP1   

- 5' GTG CCG GCC TCG CCT TTC CC 3'        LO1                  

L’allğle sauǀage ;ϱϱϬ ďpͿ est aŵplifiĠ paƌ les aŵoƌĐes 

suivantes :  

 5' CTG GTC ACA CCC CCT AAC GGA GC 3'   MCD91739  

 5' AGA GCT TGG CGG CGA ATG GGC TGA 3'  S2Neo  

 Pour un échantillon/µl 

Tampon 10X 5 

5X Q-Solution 10 

MgCl² 25mM 2 

Dntp 10mM 1 

Amorce 1  20pM 2,5  

Amorce 2 20pM  2,5  

Amorce 3 20pM  2,5  

Amorce 4 20pM  2,5  

H2O 17,5  

+ 4 µL ADN 4  

Hot Strat Taq 0,5 

Volume total 50  

Tableau 1 : Protocole de génotypage de des souris CD9 KO 

 

 

 

 



143 
 

2. Protocole de génotypage des souris CD9-EGFP 

Ces souris sont normalement homozygotes pour le transgène, mais nous avons été amenés à les 

génotyper par PCR lors de la décontamination de la lignée (les détails de la décontamination de cette 

lignée sont décrits au chapitre 1 de la 2ème paƌtieͿ. La teŵpĠƌatuƌe d’hǇďƌidatioŶ est de ϲϬ°C, pouƌ Đe 

génotypage nous avons amplifié à ϯϬ ĐǇĐles. L’allğle ƌeĐoŵďiŶaŶt (700 bp) est amplifié par les 

amorces suivantes :  

 

 

 

 

 

 ϱ’ TGAACCGCATCGAGCTGAAGGGϯ’          EGFP-

CD9S 

 ϱ’ GAATATCACCAAGAGGAACCϯ’                EGFP-

CD9A 

 

  

 Pour un échantillon/µl 

Tampon 10X 5 

5X Q-Solution 10 

MgCl² 25mM 2 

Dntp 10mM 1 

Amorce 1 20pM 2,5  

Amorce 2 20pM  2,5 

H2O 22,5  

+ 4 µL ADN 4  

Hot Strat Taq 0,5 

Volume total 50  

Tableau 2 : Protocole de génotypage des souris CD9-EGFP 
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3. Protocole de génotypage des souris Acr-EGFP 

 

Ces souris sont normalement également homozygotes pour le transgène, les génotypages ont été 

nécessaires lors de la décontamination de la lignée mais également car les femelles avaient une 

malformation de la cloison utérine nous obligeant à avoir recours aux accouplements avec des 

femelles sauvages (les détails relatifs à la gestion de cette lignée sont décrits au chapitre 1 de la 2ème 

paƌtieͿ. La teŵpĠƌatuƌe d’hǇďƌidatioŶ est de ϲϱ°C, pouƌ Đe gĠŶotǇpage Ŷous aǀoŶs aŵplifiĠ à ϯϮ 

ĐǇĐles. L’allğle ƌeĐoŵďiŶaŶt (300 bp) est amplifié par les amorces suivantes :  

 

 

 

 

 

 

- 5' GTGGAGCTTTGTGAGGTCACAG 3'        Acro   

- 5' CAGCTTGCCGGTGGTGCAGATG 3'        Acro-EGFP                     

 

 Pour un échantillon/µl 

Tampon 10X 5 

5X Q-Solution 10 

MgCl² 25mM 2 

Dntp 10mM 1 

Amorce 1 20pM 2,5  

Amorce 2 20pM  2,5 

H2O 22,5  

+ 4 µL ADN 4  

Tableau 3: Protocole de génotypage des souris Acro-EGFP 
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5. Protocole de mutagénèse et clonage  

 

La sĠƋueŶĐe d’ADN d’iŶtĠƌġt  ;Izuŵoϭ ŵuƌiŶͿ sans le codon stop a été fournie par Eurogentec 

dans un plasmide vecteur pUC57- IZUM1_MOUSE. La séquence d'Izumo1 a été isolée après digestion 

du plasmide pUC57-IZUM1_MOUSE par les enzymes de restrictions Nhe1 et Xho1 et insérée dans le 

plasmide pEGFP-N1. 

Pour obtenir le vecteur pIzumo1-RFP, Ŷous aǀoŶs aŵplifiĠ la sĠƋueŶĐe d’Izuŵoϭ par réaction 

de polymérisation en chaîne (ou PCR) en utilisant les amorces afin de rajouter le codon stop par 

ŵutagĠŶğse diƌigĠe et l’aǀoŶs sous-clonée dans le vecteur  pCAGGS-RFP entre les sites Nhe1 et Xho1. 

Ce plasmide nous a été généreusement donné par le Dr. Xavier Morin (IBENS, Paris).   

 

a. La transformation bactérienne par choc thermique 

Les plasmides sont amplifiés (multipliés en plusieurs exemplaires identiques) grâce à des 

bactéries compétentes. Celles-ci sont des bactéries dépourvues de plasmide propre et sont traitées 

de manière à intégrer le plasmide cible.  

Nous avons ajouté 0,5µg de chacun des trois plasmides (pUC57- IZUM1_MOUSE sans le 

codon stop, pCAGGS-RFP et pEGFP-N1) à 100µL de bactéries compétentes de la souche Escherichia 

coli Top10 F' (Life Technologies). Les bactéries sont incubées 10 minutes dans la glace afin de 

stabiliser les membranes. Le plasmide est ensuite ajouté. La perméabilité de la membrane est 

augmentée par choc thermique (passage de 0 à 42°C pendant 10 secondes). Le plasmide est laissé 

eŶsuite diǆ ŵiŶutes eŶ ĐoŶtaĐt aǀeĐ les ďaĐtĠƌies à ϰ°C daŶs la glaĐe afiŶ de s’Ǉ iŶĐoƌpoƌeƌ. UŶe 

première culture est obtenue par ajout de 300µL de milieu liquide Luria Broth (LB) sans antibiotiques. 

Cette culture est transférée à 37°C durant une heure. Le tout est ensemencé sur milieu gélosé (LB 

Agar) auƋuel est ajoutĠ l’aŶtiďiotiƋue appƌopƌiĠ appƌopƌiĠ ;l’aŶtiďiotiƋue ĐoƌƌespoŶdaŶt à ĐhaĐuŶ 

des deux plasmide est indiqué en annexe 2 pendant une nuit à 37°C. La sélection des bactéries ayant 

intégré le plasmide se fait par l’antibiotique.  

Le lendemain, les cultures ayant poussé la veille sont réensemencées en milieu liquide 

additioŶŶĠ de l’aŶtiďiotiƋue de sĠleĐtioŶ, Đelui-Đi est ƌeŵis eŶ iŶĐuďateuƌ uŶe Ŷuit. L’eǆtƌaĐtioŶ du 

plasmide se fait le lendemain. Nous avons utilisé les systèmes d’eǆtraction de plasmides NucleoBond 

Xtra Midi / Midi Plus de (MACHEREY-NAGEL) selon les indications du fabriquant.  

b. Le sous clonage du plasmide pIzumo1-EGFP 

Les solutions de plasmides obtenues avaient les concentrations suivantes :  

 pUC-IZUMO1 : 1169,6 ng/µ L 

 pEGFP-N1 : 4400 ng/µL 
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La séquence Izumo1 sans le codon stop (1-396) a été obtenue par digestion enzymatique 

entre les sites Nhe1 et Xho1 par les enzymes de restriction Nhe1 et Xho1. La séquence à insérer a été 

obtenue par digestion de 30 µg de  pUC57- IZUM1_MOUSE  par 30U de Nhe1 et 30U de Xho1 dans 

50µL de tampon final (New England Biolabs). La digestion a été faite 2h à 37°C. Les enzymes de 

restriction ont été inactivés thermiquement à 65°C pendant 20 min. 

 

AfiŶ d’oďteŶiƌ le ǀeĐteuƌ ; 10 µg de plasmide pEGFP-N1 ont été digérés par 10U de Nhe1 et 

10U de Xho1 (New England Biolabs) dans 50µL de volume final (tampon fourni par le New England 

Biolabs). La digestion a été faite pendant 2h à 37°C. Les enzymes de restriction ont été inactivés 

thermiquement à 65°C pendant 20 min. 

L'ADN vecteur a été déphosphorylé à l’aide d’uŶe eŶzǇŵe phosphatase ;Fast AP Fermentas) à 

10U pendant 15 min à 37°C puis 15 min à 75°C. AfiŶ d’eŶleǀeƌ l’eŶzǇŵe alkaliŶe phosphatase, le 

fragment d'ADN déphosphorylé a été purifié par le système de purification "PCR Clean Up" 

(MACHEREY-NAGEL). L’ADN eǆtƌait est ĠluĠ daŶs ϯϬµL d’eau DNA.  

Les ADN linéarisés (vecteur et insert) ont ensuite été purifiés sur gel d’agaƌose Ϭ,ϳ % 

(protocole standard du système Macherey-Nagel).  

Les bandes attendues sont :  

 Izumo1 sans la séquence stop : 1197pb  

 

 pEGFP-N1  

 



147 
 

Les ƋuaŶtifiĐatioŶs paƌ gel d’agaƌose ĐoŶfiƌŵeŶt la pƌĠseŶĐe des ďaŶdes atteŶdues.  

Les fƌagŵeŶts d’ADN oŶt eŶsuite ĠtĠ eǆtƌaits paƌ le sǇstğŵe d’eǆtƌaĐtioŶ NucleoSpin Gel and 

PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) selon les indications du fabriquant et dosés au 

spectrophotomètre :  

Izumo1 : 327 ng/µ L 

vecteur pEGFP-N1 : 155 ng/µL 

L'insert et le vecteur sont ensuite mis dans une proportion de 3 pour 1 en présence de 1µL 

d’eŶzǇŵe ligase et de tampon de ligation (New England Biolabs) pour un volume final de 10µL. La 

réaction a été effectuée durant 4 heures à température ambiante. 

Le produit de ligature a ensuite été utilisé pour transformer des bactéries compétentes Top 

10 F' et ensemencé sur gélose avec antibiotique de sélection et mis en culture une nuit à 37°C. Le 

lendemain 10 colonies ont été prélevées et ensemencées dans 3mL de milieu liquide LB avec 

aŶtiďiotiƋue. Les plasŵides ƌeĐoŵďiŶaŶts oŶt ĠtĠ oďteŶus paƌ puƌifiĐatioŶ à l’aide des sǇstğŵes de 

purification NucleoSpin Plasmid (de Macherey Nagel).  

Pour faire le criblage des clones nous avons opté pour la méthode de digestion enzymatique. 

Les plasmides purifiés ont été digérés par NheI et XhoI et séparés par electrophorèse. On retrouve les 

bandes aux poids attendus soit 4700 pb pour le pEGFP-N1 et 1197pb pour Izumo1 sans la séquence 

stop. Les plasŵides ƌeĐoŵďiŶaŶts oŶt ĠtĠ sĠƋueŶĐĠs paƌ la soĐiĠtĠ GATC à l’aide des aŵoƌĐes  

pEGFP_N1 5’CCGTCCAGCTCGACCAG3’ uŶiǀeƌselle et Izuŵoϭ_“top 

5’GCTCGAGttaGTTTTCTGTTGCCTCGCTC3’. Le sĠƋueŶçage Ġtait ĐoƌƌeĐt. 

 

c. Le sous clonage du plasmide pIzumo1-RFP  

Les solutions de plasmides de départ avaient les concentrations suivantes :  

- pUC-IZUMO1 : 1169,6 ng/µL 

- pCAGGS-RFP : 2147,8ng/µL 

 Obtention de la séquence Izumo1 complète par mutagénèse dirigée  

La sĠƋueŶĐe Đoŵplğte d’Izuŵoϭ a ĠtĠ oďteŶue paƌ ŵutagĠŶğse diƌigĠe. La teĐhŶiƋue 

ĐoŶsiste eŶ l’aŵplifiĐatioŶ de l’ADN d’iŶtĠƌġt à l’aide d’aŵoƌĐes siŵple ďƌiŶ Ƌui oŶt la ŵutatioŶ 

désirée. La séquence est amplifiée par PCR (le principe de la PCR est expliqué en annexe 4). Les 

amorces que nous avons utilisées sont les suivantes : ϱ’ TTGCTAGCATGGGGCCGCATTTTAC ϯ’ et pouƌ 

l’aŵoƌĐe iŶtƌoduisaŶt le ĐodoŶ « stop »  ϱ’  GGCTCGAGttaGTTTTCTGTTGCCTCGCTC  ϯ’. Le pƌoduit PCR 

est ensuite migré sur gel d’ĠleĐtƌophoƌğse afiŶ d’eŶ ǀĠƌifieƌ le poids et puƌifiĠ Đoŵŵe dĠĐƌit 

précédemment.  
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 Le sous clonage dans pCAGGS-RFP 

Le vecteur a été digéré comme décrit précédemment. La ligation a été faite dans les 

proportions de 1 pour 3 (vecteur/ insert). La suite du sous clonage a été faite selon le même 

protocole que pour le pIzumo1-EGFP. Les plasmides recombinants ont été séquencés par la société 

GATC à l’aide des sĠƋueŶĐes pIRE“-RP ϱ’ TATAGACAAACGCACACCG ϯ’ uŶiǀeƌselle et Izuŵoϭ_“top ϱ’ 

GGCTCGAGttaGTTTTCTGTTGCCTCGCTC  ϯ’. Le sĠƋueŶçage Ġtait ĐoƌƌeĐt. 
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6. Fonctionnalisation de la surface des billes de verre et des globules rouges 

pour le Biomembrane Force Probe 

 
Les protocoles décrits ci-dessous nous ont été aimablement fournis par Evan Evans qui les a mis au 

point. 

Dans les protocoles reviennent à plusieurs reprises les solutions tampons suivantes : 

- CB-180 : carbonate-bicarbonate 0,1 M, pH 8,5, 180 mOsm. 

- TBS-216 : Tris 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5, 316 mOsm. 

- PBS-290: PBS 0,1 M, NaCl 150 mM, pH 7,4, 290 mOsm. 

 

a. Préparation des billes de verre streptavidinylées 

Les billes utilisĠes soŶt d’uŶ diaŵğtƌe de ϯµm (à 2% près selon les informations fournies par le 

fabricant Bang Labs, USA). Pour les recouvrir de streptavidine, on utilise un protocole comprenant 4 

étapes : 

- lavage des billes 

- leur silanisation 

- une première fonctionnalisation avec de la biotine 

- la streptavidination 

i. Lavage des billes 

Cette Ġtape a pouƌ foŶĐtioŶ d’augŵeŶteƌ le Ŷoŵďƌe de gƌoupeŵeŶts OH à la suƌfaĐe des billes. 

1. On fait ďouilliƌ la solutioŶ ĐoŵposĠe de ϱ% d’eau oǆǇgĠŶĠe ;ϯϬ%Ϳ et ϵϱ% d’eau, contenant les 

ďilles suspeŶdues, et doŶt le pH a ĠtĠ aŵeŶĠ à ϭϬ,ϵ paƌ ajout d’aŵŵoŶiaƋue. 

2. On centrifuge et on retire le surnageant. 

ϯ. OŶ ƌiŶĐe plusieuƌs fois à l’eau paƌ uŶe succession de centrifugation et resuspension. 

4. On resuspend dans du méthanol. 

ii. Silanisation des billes 

Cette étape consiste à lier de manière covalente des groupements amino-silanes à la surface du verre 

paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe des gƌoupeŵeŶts -OH du verre. 

5. On fait incuber, pendant 1 heure, 1 ml de bille à température ambiante dans un mélange 

ĐoŶteŶaŶt ϰϱ,ϲ ŵl ŵĠthaŶol, Ϭ,ϰ ŵl d’aĐide aĐĠtiƋue, ϭ,ϴϱ ŵl H2O et 1,15 ml AEAPTMS (N-2-

aminoéthyl-3-aminopropyltrimethoxysilane). 

6. On centrifuge et on rince dans le méthanol. 

ϳ. OŶ suspeŶd les ďilles daŶs Ϯ gouttes de ŵĠthaŶol, puis oŶ fait sĠĐheƌ sous fluǆ d’aƌgoŶ, puis 10 

minutes dans une étuve à 80°C. On place les billes dans un dessiccateur pour la nuit. 
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8. Le lendemain, on resuspend dans du méthanol puis on chaŶge pƌogƌessiǀeŵeŶt l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt 

de la bille du méthanol vers le PBS-290. 

Les billes, recouvertes de groupements NH2 sont désormais prêtes pour la biotinylation par réaction 

avec les groupements NHS. 

iii. Biotinylation des billes 

Cette étape permet de recouvƌiƌ les ďilles de ďiotiŶe aǀeĐ uŶe deŶsitĠ suƌfaĐiƋue d’eŶǀiƌoŶ 10%. 

9. On lave et on resuspend 100 µl de billes dans la solution tampon CB-180. 

10. On mélange deux solutions de 0,5 mM de NHS-(CH2)10-biotine (Interchim, France) et 4,5 mM 

Sulfo-MBS (m-Maleimidoenzoyl-N-hydroxysuccimide ester, Pierce, c/o Touzart et Matignon, France) 

dans le CB-180. On y fait incuber les billes pendant 1 heure à température ambiante sous légère 

agitation. 

11. On rince et on resuspend dans la solution tampon TBS-316. On laisse incuber pendant 30 minutes 

sous légère agitation. 

12. On centrifuge et on resuspend dans du PBS-290. 

iv. Streptavidination des billes 

La streptavidination se fait par simple incubation des billes dans une solution en excès par rapport 

aux biotines portées par les billes. 

 

b. Préparation de globules rouges biotinylés 

Les gloďules ƌouges soŶt ďiotiŶǇlĠs paƌ iŶĐuďatioŶ eŶ pƌĠseŶĐe d’uŶe solutioŶ de polǇĠthǇlğŶe glycol 

avec biotine (NHS-PEG3400-biotine, Interchim, Montluçon, France) qui réagit avec les groupements 

amines. Conservés à 4°C, les globules rouges sont utilisables pendant 2 à 3 semaines. 

Le protocole est identique à celui de biotinylation des billes pour les étapes 9 à 12, en remplaçant 

l’Ġtape ϭϬ paƌ uŶe iŶĐuďatioŶ des ďilles daŶs uŶe solutioŶ de ĐoŶteŶaŶt 0,4 mg/ml de NHS-PEG3400-

biotine dans du CB-180. 
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Abstract 

Adhesion and fusion between oocyte and sperm are crucial in the process of fertilization. 
Many questions about the molecular mechanisms that underlie these processes are still open today. 
During the last two decades, several proteins have been identified as playing an active role in 
mediating gametic interaction. However, the only transmembrane protein whose absence is known 
to cause a total defect of fertilization is the sperm protein Izumo1.Izumo1 belongs to the Izumo 
protein family, in turn belonging to the Immunoglobulin superfamily. Despite its essential role in 
mediating gametic fusion, it has not yet been determined whether the protein acts as an adhesion or 
fusion molecule, or as an organizer of proteins required for fusion or adhesion. 

This study has focused on the determination of the role of Izumo1 in the gamete interaction 
process. We have generated a transgenic construct, allowing the overexpression of Izumo1 on three 
different cell lines. We have then analyzed the interaction of Izumo1-expressing cells and oocytes 
with micromanipulation force measurement assays coupled to confocal imaging. We observed a 
strong adhesion of cells expressing Izumo1 with membrane oocytes and quantified the interaction 
kinetics. In addition, we generated a recombinant Izumo1 extracellular domain, to investigate 
whether Izumo1 alone is sufficient to bind to the oocyte. We have probed the interaction of Izumo1 
and the oocyte at the single molecule level using the biomembrane force probe technique. These 
experiments confirmed that Izumo1, and not one of its partners, is responsible for the strong 
adhesion between Izumo1-expressing cells and oocytes. Finally, we observed that oocyte can interact 
with multiple Izumo1-GFP-expressing cells at the same time and that Izumo1-GFP accumulated in the 
contact area. Both observations suggest that the molecular partner of Izumo1 is widely expressed on 
the oocyte membrane. 

Keywords : fecondation ; cell adhesion ; cell fusion ; Izumo1 ; CD9 ; micromanipulation force 
mesurment  

 


