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Résumé

Les étapes d’adhésion et de fusion entre I'ovocyte et le spermatozoide sont des étapes
cruciales dans le processus de fécondation. Cependant, de nombreuses questions sont posées
aujourd’hui a propos des processus moléculaires qui sous-tendent la réussite de ces étapes. Ces
dernieres années, un nombre important de molécules clés ont été identifiées comme ayant un role
majeur dans linteraction gamétique. A ce jour, la seule protéine membranaire connue dont

I"absence cause un échec total de la fécondation est la protéine spermatique lzumol.

Izumo1l est une protéine transmembranaire, membre de la famille des protéines lzumo et de
la superfamille des Immunoglobulines. Malgré son role clé dans l'interaction gamétique, ses
propriétés fonctionnelles en tant que protéine d’adhésion, de fusion ou ayant la capacité d’organiser

des réseaux comprenant des protéines de fusion n’est pas encore élucidé.

Dans cette étude nous nous sommes intéressés au role d’lzumol dans linteraction

gamétique.

Pour cela, nous avons généré deux variantes exogenes de la protéine Izumol et les avons
surexprimées a la membrane de plusieurs lignées cellulaires. L'interaction entre ces cellules
exprimant la protéine et I'ovocyte a été analysée au moyen d’une technique de micromanipulation
de cellules couplée a I'imagerie confocale. Nous avons ainsi mis en évidence une forte adhésion entre
les cellules exprimant lzumol et les ovocytes et nous avons quantifié sa cinétique. Nous avons
également généré le domaine extracellulaire recombinant afin de déterminer si Izumo1l seule était
capable de se lier directement a I'ovocyte et comment. Nous avons sondé au moyen d’une technique
fine de mesure de forces, le biomembrane force probe, I'interaction entre un lzumol unique et
I'ovocyte. Ces expériences permettent de confirmer que c’est bien Izumo1l et non un partenaire qui
est responsable de la forte adhésion entre cellules et ovocytes. Par observation en microscopie
confocale d’un ovocyte interagissant avec des cellules surexprimant Izumo1-GFP, nous avons observé
I"accumulation d’lzumo1-GFP dans la zone d’adhésion. Le fait que ce processus se reproduise lorsque
plusieurs cellules adherent a l'ovocyte suggere qu’lzumol possede une molécule partenaire

largement exprimée a la membrane de I'ovocyte avec laquelle il interagit pour créer de I'adhésion.
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Introduction

« And you thought you knew all there was to know about fertilization... »

(Shur et al. 2004)
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L'infertilité est un probleme 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 co(t en soins important. L'infertilité est définie comme « I'impossibilité de
concevoir apres 12 mois de rapports sexuels non protégés, ou I'impossibilité de mener une grossesse
a terme », selon 'OMS. Le terme stérilité implique un processus définitif, et doit donc étre réservé
aux cas non curables d’infertilité. Dans 55% des cas, I'infertilité est de cause féminine, dans 35% des
cas elle d’origine masculine (Harper et al. 2008), dans 25% des cas les causes sont retrouvées chez les
deux partenaires, les 10% de cas restants sont d’origine inexpliquée. Depuis Le premier « bébé
éprouvette » bien du chemin a été fait. L’assistance médicale a la procréation (AMP) comprenant
I’hyperstimulation ovarienne, la fécondation in-vitro, linjection intra-cytoplasmique de
spermatozoide (intracytoplasmic sperm injection, ICS/) et la cryoconservation, a permis a 4 millions
d’enfants de naitre. Mais 'AMP connait de nombreux échecs. La détresse psychologique engendrée
par cette infertilité et par le vécu des traitements itératifs et contraignants qu’elle implique est

souvent extrémement sévere et les co(its sociétaux importants.

Dans sa définition biologique, l'infertilité est I'échec du processus de fécondation. La
fécondation chez les mammiféres met en jeu un couple unique de cellules hétérotypiques : I'ovocyte,
gamete femelle et le spermatozoide, gamete male. Ces deux cellules doivent se trouver, se
reconnaitre spécifiquement, adhérer 'une a l'autre et fusionner. Ces deux derniéres étapes de la
fécondation sont souvent regroupées sous le terme générique d’interaction gamétique. Bien que
déterminants dans le processus de fécondation, les mécanismes moléculaires et membranaires qui

sous-tendent I'interaction des gametes restent a élucider.

Au cours des vingt derniéres années, différentes techniques de biologie ont permis
d’identifier un certain nombre d’acteurs moléculaires potentiels intervenant dans le processus de
fécondation. Plus récemment, la génération de lignées de souris génétiqguement modifiées a permis
de confirmer I'implication de plusieurs familles de protéines dans le processus de fusion. Cependant,
a I'exception de la tétraspanine CD9 (Kaji et al. 2000; Le Naour et al. 2000; Miyado 2000), a la
membrane de I'ovocyte, et de la protéine Izumo1l découverte en 2005 seulement a la surface du
spermatozoide (Inoue et al. 2005), les autres protéines membranaires identifiées ne semblent pas
étre indispensables a la fusion (He et al. 2003; Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006). Privées d’lzumo1l
et/ou de CD9, les gameétes ne sont pas capables de fusionner. Si le mode d’action de CD9 a fait I'objet
de nombreuses études et tend a étre de mieux en mieux connu, celui d’lzumo1l en revanche n’est pas
du tout élucidé. Izumol est une protéine de la super famille des immunoglobulines. L’équipe
japonaise qui I'a découverte, constatant son role incontournable dans le processus de fécondation,

lui a donné le nom du Temple de la Fertlilité « Izumo ». Son implication et mode d’action en tant que
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molécule d’adhésion, de fusion, ou encore comme organisateur membranaire d’autres molécules
restent a déterminer et caractériser.

Mon travail de thése a consisté a combiner des approches de biologie classiques (biologie
moléculaire, mutagénese, fécondation in vitro) a des approches biophysiques de micromanipulation
et de microscopie confocale pour contribuer a caractériser I'action d’lzumol dans l'interaction
gamétique. Pour déterminer l'action spécifique de cette protéine, nous avons mis au point 2
systemes expérimentaux permettant d’étudier l'interaction d’lzumol avec I'ovocyte, le premier a
I’échelle de la molécule unique, le second, a I'échelle de la cellule.

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

Dans la premiere partie, nous décrirons les principes de la fécondation, utiles a la
compréhension de notre travail. Nous présenterons dans un premier chapitre les gameétes femelle et
male ainsi que les étapes de la fécondation auxquelles nous nous intéressons : I'adhésion et la fusion.
Un second chapitre fera le point sur les différents acteurs protéiques de I'interaction gamétique a
I’exception d’lzumo1l auquel nous consacrerons le chapitre 3.

La deuxieme partie décrira les matériels et méthodes de notre étude. Le chapitre 1 sera
consacré a la description des lignées de souris, le chapitre 2 a 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 grace auxquels les résultats ont été obtenus.

La troisieme partie sera consacrée a l'approche cellulaire que nous avons adoptée pour
analyser le role d’lzumol a I'échelle de la cellule. Le premier chapitre de cette partie exposera la mise
au point du modele d’étude : la recherche de la lignée cellulaire, le clonage des vecteurs d’expression
pour la protéine exogéne et la validation du modele. Le deuxieme chapitre décrira la technique de
mesure de force par micromanipulation de cellules couplée a I'imagerie confocale. Les résultats
obtenus et leur discussion feront I'objet du dernier chapitre.

La quatriéme partie exposera I'analyse de l'interaction d’lzumo1 avec I'ovocyte a I'échelle de
la molécule unique. Nous décrirons dans le premier chapitre la mise au point et la validation de la
protéine recombinante ECD-Iz1 qui nous a servi de modele d’étude. La technique du Biomembrane
Force Probe (BFP) fera 'objet du second chapitre de cette partie. Les résultats obtenus seront

exposés et discutés dans le troisieme chapitre.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux interactions développées par lzumol en intra et
extracellulaire. Les résultats obtenus seront décrits dans la cinquiéme partie. Le premier chapitre
portera sur I'analyse des interactions développées par le domaine extracellulaire que nous avons pu
mettre en évidence ou réfuter. Le second portera sur I'étude d’une possible interaction avec le

cytosquelette.
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La sixieme partie explorera le rble joué par lzumol au-dela de I'étape d’adhésion. Les
spermatozoides délétés de cette protéine adhérent a I'ovocyte mais ne fusionnent pas. De ce fait
Izumo1l est considérée comme jouant un rble dans la fusion entre le spermatozoide et I'ovocyte,
nous décrirons dans le premier chapitre les résultats obtenus quant au réle d’lzumol en tant que
protéine de fusion. Nos observations nous ont également permis de mettre en évidence des
échanges membranaires entre l'ovocyte et le modele cellulaire rappelant le phénoméne de
trogocytose et un phénomene d’internalisation de la cellule portant la protéine exogene proche de la
phagocytose. Les résultats de ces observations sont décrits dans les chapitre deux et trois

respectivement.

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

aborderons les ouvertures et perspectives possibles de ce travail.
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lére partie: Introduction a l’interaction gamétique

La fécondation est un phénoméne déterminant pour assurer le maintien de la vie. Les
travaux consacrés a |'apparition de la vie sur la planéte ont montré que la reproduction a débuté de
facon asexuée chez les formes primitives, et ce il y a environ 3 milliards d’années (notamment chez
les virus et les archéobactéries et la plupart des étres unicellulaires...), la reproduction sexuée n’est

apparue que plus tard, il y a environ 650 millions d’années.

Chez les mammiferes, la fécondation est la rencontre de deux gameétes, cellules
sexuelles hautement différenciées, qui vont se reconnaitre spécifiquement, adhérer, fusionner et
engendrer une cellule unique : le zygote ou ceuf. Si le processus échoue, les deux cellules vont
dégénérer rapidement (Wassarman 1999). L’interaction entre ces deux gameétes a fait I'objet de
nombreux travaux mais peu de choses sont connues concernant les mécanismes membranaires et

protéiques qui sont mis en jeu.

Cette partie sera consacrée a la présentation de l'interaction gamétique. 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 deuxieme chapitre
traitera des processus d’adhésion et de fusion et plus particulierement des acteurs protéiques

impliqués. La protéine spermatique lzumo1 fera, quant a elle, I'objet du troisieme chapitre.
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Chapitre 1 / Les gamétes et la fécondation

1. Le gameéte femelle : I'ovocyte Il
Les ovocytes se forment lors de la vie embryonnaire. lls se multiplient et croissent jusqu’a la
naissance ou ce processus va s’arréter. A ce stade, les ovocytes sont appelés ovocytes | ou ovocytes
primaires. lls seront ainsi stockés dans 'ovaire durant toute la période de I'’enfance. La phase de
maturation redémarre a la puberté lors de I'ovulation. L'ovocyte primaire devient ovocyte Il ou

ovocyte secondaire.

L'ovocyte « fécondable » quitte donc I'ovaire au stade d’ovocyte Il. Il est représenté Figure 1.
C'est une cellule de grande taille, 80 um de diametre chez la souris et 120 um chez la femme,
entourée d’'un manteau de 3 glycoprotéines (ZP1, ZP2, ZP3) chez les mammiféres non humains et 4
chez 'homme (ZP1, ZP2, ZP3, ZP4)(Gupta & Bhandari 2011), appelé zone pellucide (ZP). La zone
pellucide joue un réle important en prévenant la polyspermie (un ovocyte n’est viable que s’il est
fécondé par un seul spermatozoide). C’'est également essentiellement a son niveau que se fait la
reconnaissance d’espéces (un spermatozoide d’une espéce ne pourra pas traverser la ZP d’un
ovocyte d’'une autre espéce). L’espace compris entre la membrane plasmique ovocytaire et la zone

pellucide (ZP) est appelé I'espace périvitellin.

La membrane cytoplasmique de |'ovocyte est recouverte de microvillosités. Ce sont des
protrusions membranaires maintenues par un cytosquelette d’actine. Elles permettent une
augmentation importante de la zone de contact potentielle avec la téte du spermatozoide et
interviennent lors de l'internalisation de ce dernier (processus qui consiste en l'incorporation du
spermatozoide a l'intérieur de I'ovocyte). Notre travail a été mené chez la souris. La membrane
cytoplasmique des ovocytes de souris a deux zones différentes. La premiere estla zone dite
microvillaire, elle correspond a environ 70% de la membrane et est riche en microvillosités. La
seconde est la zone amicrovillaire. Les 30% de la membrane ovocytaire correspondant a la zone
amicrovillaire sont trés pauvres en villosités. Elle se situe en regard du fuseau mitotique. A ce niveau,
les spermatozoides adhérent moins a I'ovocyte et y fusionnent peu ou pas (Runge et al. 2007). Les

ovocytes humains sont dépourvus de zone amicrovillaire.

Le cytoplasme de I'ovocyte Il est riche en organelles. |l s’agit surtout des mitochondries 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 réle important
dans I'empéchement de la polyspermie : ils proviennent de I'appareil de Golgi et contiennent des

glycosaminoglycanes, des phosphatases acides, des peroxidases et des protéases telle que
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I’Ovastacin (Burkart et al. 2012; Wessel et al. 2001). Cette derniére, aprés la pénétration d’'un
premier spermatozoide rend la zone pellucide impénétrable par d’autres spermatozoides (Talbot &

Dandekar 2003).

31/05/2013 10:50:35

1 Cortex
First polar body

Cumulus layer
Zona pellucida

Metaphase li spindle = — Perivitelline space

Egg plasma membrane

Figure 1: 1/Vue schématique d’un ovocyte Il et ayant expulsé son premier globule polaire (Evans 2012). 2/
Ovocyte Il ayant expulsé son premier globule polaire en Microscopie Confocale en Transmission. (A) Ovocyte I
ayant éjecté son ler globule polaire. (B) Zone pellucide. (C) Cellule du cumulus. Le cytoplasme de I'ovocyte est
riche en organelles et est entouré de la zone pellucide. Entre I'ovocyte et la zone pellucide se trouve I'espace
périvitellin. 3/ Spermatozoides de souris fécondant un ovocyte. La zone amicrovillaire marquée par * est visible :
zone lisse et sans villosités. Les spermatozoides adhérent préférentiellement au niveau de la zone microvillaire.
Les spermatozoides sont nombreux car I'ovocyte est dépellucidé. Dans le cas des ovocytes ZP-; plusieurs
spermatozoides peuvent adhérer et fusionner car la ZP est impliquée dans la prévention de la polyspermie.

(Runge et al. 2007).

L'ovocyte Il est entouré par un nuage cellulaire, le cumulus oophorus qui est composé
d’environ 20 000 cellules folliculaires de la granulosa maintenues entre elles en réseau par une
matrice extracellulaire. Cette matrice extracellulaire est faite principalement d’acide hyaluronique
(Figure 2). Ces cellules persistent jusqu’a 72 heures aprés la fécondation (Familiari et al. 2006). Les
cellules les plus internes de la granulosa constituent la corona radiata : ce sont des cellules qui

x

émettent des extensions cytoplasmiques a travers la zone pellucide formant ainsi des « Gap
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Junctions » ou jonctions communicantes. Leur principale fonction est de nourrir I'ovocyte. Plus a
I’extérieur, se trouvent des cellules qui constituent une sous-population différente et qui forment le
plus grand nombre des cellules du cumulus. Elles sont responsables de la synthese de la
progestérone (hormone ayant un réle important dans le chimiotactisme des spermatozoides 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- a). Des travaux de fécondation in vitro ont montré que de meilleurs taux d’implantation
embryonnaire étaient obtenus si les ovocytes étaient maintenus dans le cumulus, suggérant ainsi que
ces cellules jouent également un réle important dans les premiers stades du développement

embryonnaire (Carrell et al. 1999).

31/05/2013 09:47:05

Figure 2: Ovocyte Il non fécondé (image en
microscopie optique grossissement x 10). Les cellules
du cumulus sont visibles. Elles forment un nuage

autour de l'ovocyte.

La réserve d’ovocytes se forme lors de la vie foetale. Leur nombre baisse au cours de la vie
jusqu’a arrét complet lors de la ménopause. Mais ce dogme est depuis quelques années remis en
guestion et des études récentes ont montré la possibilité d’un renouvellement des ovocytes chez les
mammiféres : Johnson et al. ont montré la présence d’une division mitotique des gonocytes (cellules
précurseurs des ovocytes) chez les souris adultes ; Pacchiarotti et al. ont réussi a maintenir en culture
une population de gonocytes provenant d’ovaires de souris agées de 2 a 5 jours. La question est
encore sujette a 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 gamete male : le spermatozoide
Comparativement a l'ovocyte, le spermatozoide de souris est une cellule de petite taille,
comprenant une téte aplatie de 5x1 pm’ seulement, reliée a un flagelle de 80 pm par une piéce

intermédiaire (Figures 3a et 3b). Le battement de son flagelle rend cette cellule trés mobile.
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La téte comprend essentiellement de I'’ADN sous forme trés condensée et I'acrosome,
vésicule ou le matériel enzymatique nécessaire a la pénétration du cumulus et de la zone pellucide
est stocké. La téte peut étre subdivisée en 3 sous-régions : région acrosomique, la zone équatoriale
et la région post-acrosomale (Figure 3a). La membrane acrosomique sous-jacente a la membrane
plasmique est appelée membrane acrosomique externe et celle recouvrant le noyau est appelée
membrane acrosomique interne. La piéce intermédiaire est riche en mitochondries (le manchon
mitochondrial), qui permettent de produire I'énergie nécessaire a la mobilité (Figure 3b). Le flagelle,

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

Les spermatozoides sont produits dans les tubes séminiferes des testicules. lls vont ensuite
étre stockés dans les épididymes ou ils commencent leur maturation. Cette maturation implique des
modifications biochimiques et fonctionnelles permettant I'acquisition de la motilité et la capacité de

la pénétration dans les différentes enveloppes de I'ovocyte (Borg et al. 2010).

L’éjaculat comprend a 90% le liquide séminal venant de la vésicule séminale, de la prostate
et des glandes accessoires (Cowper). Les spermatozoides constituent seulement 10% de cet éjaculat.
Néanmoins, ils sont tres nombreux, de plusieurs dizaines de milliers a plusieurs millions selon
I'espéce. A I'arrivée dans le vagin, un grand nombre sera détruit par le milieu vaginal hostile aux
spermatozoides par son acidité, de nombreux autres encore resteront prisonniers du bouchon
mugqueux a I'entrée du col. Ce bouchon muqueux va servir de filtre et éliminer les spermatozoides

malformés ou anormalement motiles.

Figure 3a: Schéma de la téte d’un spermatozoide de
souris. AC (région acrosomique) ; EQ (zone
équatoriale) ; PA (région postacrosomale).(Satouh et

al. 2012).

Les spermatozoides fraichement éjaculés sont immatures et ne peuvent pas féconder
I'ovocyte. Une partie de cette maturation est effectuée dans le tractus génital masculin, mais le
spermatozoide ne sera réellement fécondant que lorsqu’il aura effectué la fin de sa maturation dans

les voies génitales femelles a savoir sa capacitation et sa réaction acrosomique (Jan et al. 2012).
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Figure 3b: 1/ Vue schématique du spermatozoide normal sans réaction acrosomique. La téte comprend
essentiellement de I’ADN sous forme condensée. Elle est coiffée par I'acrosome. La piéce intermédiaire renferme
le manchon mitochondrial. Le flagelle est constitué essentiellement de tubules permettant la motilité. Lors de la
capacitation, le flagelle effectue des mouvements amples en coups de fouet signant I’hyperactivité. Le flagelle
doit étre souple et non coudé. Lors de la réaction acrosomique, le spermatozoide perd son acrosome. Adapté de
(Borg et al. 2010). 2/ Spermatozoide normal non acrosome réagit (Microscopie Electronique en Transmission
13000X). A : Téte: essentiellement de I'ADN condensé. B : Piece intermédiaire. C: Acrosome. D : Queue.

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

C’est lors de la remontée dans les voies génitales femelles que les spermatozoides vont
accomplir leur capacitation. Il s’agit d’'un processus complexe qui se produit grace aux sécrétions du
tractus génital féminin. L'ovocyte sécrete des substances chimiotactiques, notamment Ia
progestérone, pour attirer les spermatozoides jusqu’a I'oviducte (Lishko et al. 2011; Harper et al.

2008).

La progestérone induit également la dépolarisation de la membrane spermatique et I'entrée
du calcium (C Patrat et al. 2000). L'influx de Ca2+ produit une augmentation de la concentration en
adénosine monophosphate cyclique (cAMP) qui va permettre d’accroitre la motilité du
spermatozoide. 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 spermatozoides ayant accompli leur capacitation
deviennent « hyperactifs », ayant un mouvement de flagelle ample et par saccades. C'est un
mouvement caractéristique en coup de fouet qui constitue un bon indicateur de leur qualité.
Toutefois seulement 30% des spermatozoides normalement motiles vont réussir a adhérer a la zone

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

La capacitation peut étre induite in vitro grace a l'addition d’électrolytes (Ca2+) et de
I’albumine dans des proportions qui reproduisent partiellement les conditions des fluides féminins (P
E Visconti & Kopf 1998; B M Gadella 2008). C’'est cette technique que nous avons adopté lors des

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

b. Laréaction acrosomique

La réaction acrosomique (RA) est un processus d’exocytose par fusion des membranes
plasmique et externe de I'acrosome. Grace a son mouvement hyperactif et a plusieurs enzymes dont
la PH-20 ou le glycosylphosphatidylinositol GPl-anchored hyaluronidase, le spermatozoide se fraye
un passage a travers le cumulus oophorus (Primakoff & Myles 2002; Baba et al. 2002). Arrivé au
contact de la zone pellucide le spermatozoide se fixe par la partie antérieure de sa téte a la
glycoprotéine ZP3, traverse la zone pellucide et se retrouve dans I'espace périvitellin (van Gestel et
al. 2007; Wassarman et al. 2001; Wassarman 2009; Gadella 2008) (Figure 4). Le moment exact ou a
lieu la réaction acrosomique est sujet a débat : certains soutiennent la these que le spermatozoide
effectue sa réaction acrosomique lors de la traversée du cumulus, d’autres affirment qu’elle a lieu au
moment de I'adhésion a la zone pellucide (Yanagimachi 2011; Baba et al. 2002; Jin et al. 2011;

Miranda et al. 2009; Visconti & Kopf 1998).
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Figure 4 : Spermatozoides humains tentant de
pénétrer la zone pellucide. Microscopie électronique

7000X. (Familiari et al. 2006).

La réaction acrosomique va aboutir a la libération de la machinerie enzymatique contenue
dans la vésicule acrosomique. La présence de Ca2+ dans les fluides génitaux est indispensable a son
accomplissement (Nakanishi et al. 2001). Suite a I’afflux intra cellulaire de Ca2+, I'acrosine et la
hyaluronidase vont étre libérées. La hyaluronidase va lyser la matrice d’acide hyaluronique et
I"acrosine va hydrolyser une glycoprotéine de la zone pellucide la ZP1. Les deux autres glycoprotéines
de la zone pellucide, ZP2 et ZP3 chez la souris, vont devenir moins résistantes et laisser passer les
spermatozoides qui, grace a I'hyperactivité de leur flagelle, traversent la ZP et viennent se mettre en

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

Figure 5: Schéma des différentes étapes de la réaction acrosomique d’un spermatozoide capacité. (i) :
membrane acrosomique interne. (e): membrane plasmique: zone ol aura lieu la fusion. (A) Spermatozoide
acrosome intact. (B) fusion en de multiples points de la membrane externe de I'acrosome avec la membrane
plasmique. (C) vésiculation (D) état final du spermatozoide acrosome réagi : la partie antérieure de la téte n’est
recouverte que par la membrane interne de I’'acrosome. 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 spermatozoide 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 étre induite in vitro grace a I'addition d’électrolytes (Ca2+) (Nakanishi et al. 1999).
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Chapitre 2 / L’adhésion et la fusion dans I'interaction gamétique et les acteurs

moléculaires

Pendant longtemps l'interaction gamétique a été assimilée a la seule étape de fusion des
gametes. Dans sa derniére revue de 2012, Janice Evans revient sur la nécessité de faire la distinction
entre les deux étapes d’adhésion et de fusion (Evans 2012) car I'adhésion, précédant la fusion, joue
un réle a part entiere et essentiel dans le processus de fécondation. Par ailleurs, I'interaction entre
ovocyte et spermatozoide a longtemps été étudiée comme un phénomeéne impliquant des
interactions uniquement en Trans (entre les molécules des deux gametes). Mais des études récentes
ont montré que certaines molécules considérées comme impliquées ou méme indispensables dans
ces mécanismes d’adhésion et de fusion, interviennent également voire principalement a travers des

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

1. L’adhésion et la fusion cellulaire

a. L’adhésion cellulaire

L'adhésion d’une cellule a une autre cellule ou a 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 phénomeénes d’adhésion
peuvent étre observés également dans certaines pathologies telles les infections virales et
bactériennes ou dans les cas des métastases. Les adhésions cellule-cellule peuvent étre de type
structurel et permettre la constitution de tissus ou de type transitoire et effectuer une fonction
biologique déterminée. Les cellules qui adhérent entre elles interagissent dans un systéme organisé

qui permet le maintien de 'homéostasie (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 méme type ou de type différent en se liant a un
ligand, qui peut étre une molécule semblable ou distincte mais dans tous les cas, il y a une
reconnaissance spécifique entre les molécules qui existent a la surface des cellules en question

(Martinez-Rico et al. 2005; Evans & Ritchie 1997).
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Dans le cadre de la fécondation, I'adhésion intervient quand le spermatozoide ayant traversé
la zone pellucide arrive au contact de la membrane cytoplasmique de l'ovocyte et adhere.
L’évaluation de I'adhésion durant la fécondation est délicate. Le manque d’information concernant le
processus d’adhésion des gameétes et la difficulté a caractériser cette étape de la fécondation par les
techniques de biologie traditionnelles avait motivé I'équipe a mettre au point une approche
expérimentale issue de la physique permettant d’étudier spécifiquement I'adhésion entre un
spermatozoide et un ovocyte unique permettant de sonder directement et quantitativement
I'adhésion entre les deux gametes isolées, comme c’est le cas dans la nature. Dans le cadre de la
these d’Antoine Jégou, il a été montré que plusieurs types d’adhésion existaient entre le
spermatozoide et I'ovocyte, 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
sont présentes au niveau de la zone antérieure sur la membrane interne de ce qui fut I'acrosome et
au niveau de la zone équatoriale. C'est au niveau de cette région que I'adhésion conduisant a 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 créer l'union de deux compartiments distincts. C'est un phénomeéne spécifique avec un
compartiment donneur et un compartiment receveur. Dans le cas des cellules la fusion peut étre
hétérotypique (deux cellules différentes: c’est le cas de la fécondation) ou homotypique (par
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 phénomeénes d’exocytose, les
processus immunitaires (lors de la formation ostéoclastes et des cellules géantes), les
mitochondries... La fusion joue également un réle prépondérant dans I'infection virale (pour la revue

(Martens & McMahon 2008)).

Dans la fécondation le début de la fusion se traduit par I'arrét de I'"hyperactivité (arrét du
battement du flagelle) du spermatozoide. 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 téte (recouverte par la
membrane interne de I'acrosome) est internalisée par un mécanisme trés proche de la phagocytose

(Bronson 1998) (Figure 6B).
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Les expériences de fécondation in-vitro permettant de tester les protéines impliquées dans
I'interaction gamétique ne permettent le plus souvent pas de discriminer celles jouant un role dans
I'adhésion précédant la fusion de celles intervenant directement dans la fusion. Les mécanismes
biochimiques associés a ces deux étapes sont mal connus. On note une déplétion des protéines au
niveau du cone de fusion (Ziyyat et al. 2006) sans savoir si cette déplétion résulte de la fusion ou lui
est antérieure et la favorise. De méme Barraud-Lange et al. ont décrit des échanges membranaires et
protéiques entre I'ovocyte et le spermatozoide et ce dés I'arrivée du spermatozoide dans I'espace
périvitellin avant méme qu’il y ait fusion entre les membranes. Néanmoins, le role joué par ces
échanges dans la fécondation reste a élucider (Barraud-Lange, Naud-Barriant, Saffar, et al. 2007).
Comme mentionné plus haut, une fois qu’un spermatozoide a adhéré et fusionné, il devient
primordial, pour la viabilité de I'ceuf, de ne laisser aucun autre spermatozoide entrer. L'ceuf s’active

alors et une cascade de réactions est déclenchée pour aboutir a I'empéchement de la polyspermie.
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Figure 6 : A/ Fusion. Le spermatozoide adhére o 'ovocyte tangentiellement par son segment équatorial. Il est
internalisé par un mécanisme proche de la phagocytose. Les fleches indiquent le début de la fusion. Microscopie
électronique 27300X. (Familiari et al. 2006). B/ Représentation schématique de [linteraction entre le
spermatozoide et I'ovocyte. (a) Le contact a lieu entre le spermatozoide et les villosités de I'ovocyte; (b) la fusion
débute au niveau de la partie équatoriale de la téte du spermatozoide; (c,d) la partie antérieure de la téte est

intégrée a I'ovocyte par un mécanisme proche de la phagocytose. Au final, tout le «contenu» du spermatozoide

est intégré au cytoplasme de I'ovocyte. Adapté de Yanagimachi (1994).
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2. Les acteurs protéiques impliqués dans l'interaction gamétique

Un nombre important de molécules ont été identifiées, ces dernieres années, comme jouant
un réle dans l'interaction gamétique (Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006; Evans 2012; Inoue et al.
2011). La détermination des molécules candidates a débuté par 'utilisation des anticorps bloquants
lors d’expériences de fécondation in-vitro. Plus récemment les travaux de protéomique ont permis,
en plus d’identifier d’autres molécules, de montrer que les molécules candidates avaient une activité
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 réle pivot dans
le processus de fécondation. Néanmoins, la génération de lignées transgéniques délétées de ces
acteurs supposés clé de la fécondation a ensuite remis en cause I'implication de certaines protéines
et permis d’apporter des réponses quant a I'importance d’autres (Miyado et al. 2000; Le Naour et al.

2000; Inoue et al. 2005).

Cette partie sera consacrée a la description des principales protéines et familles de protéines
impliquées dans l'interaction spermatozoide ovocyte en mettant en avant leur réle dans I'interaction

gamétique.

a. Les acteurs ovocytaires

i.  Les tétraspanines : CD9 et CD81
Nous décrirons plus particulierement les tétraspanines CD9 et CD81 car ce sont les plus

impliquées dans le processus d’interaction gamétique.
e Lafamille 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 mammiferes. Elles sont également exprimées par différents tissus et impliquées
dans de nombreux processus cellulairesimportants : 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 complétement élucidés.

Une caractéristique largement décrite est leur capacité a interagir entre elles et avec d’autres
protéines membranaires. Elles induisent la formation de complexes multi-protéiques dynamiques

appelés « tetraspanin web » ou toile tétraspanine (Boucheix & Rubinstein 2001; Yanez-Mé 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
développées en Cis, les tétraspanines peuvent également constituer des récepteurs a d’autres

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

e Leur structure

Les tétraspanines sont des glycoprotéines trés conservées de 204 a 305 acides aminés ayant
guatre domaines transmembranaires, deux queues cytoplasmiques courtes en N- et en C-terminal
et deux boucles extracellulaires : une longue et une courte (voir la Figure 7 pour l'illustration : la

tétraspanine CD9).

Plusieurs modifications post-traductionnelles ont été rapportées dont la palmitoylation
(Charrin et al. 2002; Yang et al. 2004), la glycosylation (seule la CD81 n’a pas de site de N-
glycosylation) et la phosphorylation (Stipp et al. 2003; Wang et al. 2011; Boucheix et al. 1991) dont

I'importance dans la fécondation sera évoquée plus loin .

Figure 7/ Exemple de la structure d’une
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-

Extracellular

terminal et deux boucles extracellulaires ; une

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

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

C-terminus al. 2011).

N-terminus

e Role 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-fusogénes. CD9 favorise la formation de syncitia (cellules multi-
nucléées) de cellules infectées par le virus canin VCD (Canine distemper virus) (Loffler et al. 1997). En
revanche la présence d’anticorps anti-CD81 et anti-CD9 augmentent la formation des syncitia de

cellules infectées par le VIH-1, I’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 hématopoiétiques
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 méme, CD9 est impliqué dans les processus fusionnels lors de la fécondation. La premiere
preuve a été expérimentale : I'anticorps monoclonal JF9 dirigé contre CD9 inhibe la fusion gamétique

et ce de maniére 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
fusion des gameétes. . Lors d’expériences de fécondation in-vitro, les spermatozoides adhérent a
I'ovocyte CD9-/- mais ne peuvent fusionner. En revanche, en s’affranchissant de cette étape de
fusion en injectant un spermatozoide directement dans le cytoplasme de lI'ovocyte CD9-/-, 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 sévere
cependant que celui observé pour CD9. Ces souris ont des taux de fertilités de 40% inférieurs a la

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

Le double KO CD9 et CD81 est quant a lui completement stérile suggérant une interaction
entre ces deux protéines (Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006; Ziyyat et al. 2006). Mais cette question
est encore sujette a débat et a été dernierement contredite par I'’équipe de Miyado (Ohnami et al.

2012).

Si I'importance de ces 2 protéines dans le processus de fusion est clairement établi, les
mécanismes par lesquels elles interviennent ne sont pas encore compris (Evans 2012). Plusieurs

scénarios ont notamment été proposés pour la tétraspanine CD9 :

v' Une action en CIS: CD9 interagit avec d’autres protéines de la membrane ovocytaire
développant des interactions en Cis. Ces complexes moléculaires joueraient le réle d’une
plateforme d’adhésion solide permettant la fusion. Dans le cadre de la these d’Antoine Jégou,
notre équipe a montré que CD9 organisait des sites d’adhésion permettant de stabiliser le
spermatozoide plaqué a I'ovocyte, ce qui n’est pas le cas en I'absence de CD9 (Jégou et al. 2011).

v' 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). |l
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n‘est donc pas exclu que CD9 puisse interagir avec un membre de la superfamille des
immunoglobulines présent a la surface du spermatozoide.

v' Une régulation de la structure des microvillosités: Les spermatozoides 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

e Lafamille des Intégrines

Les intégrines sont une famille de récepteurs transmembranaires impliqués dans les
processus d’adhésion cellule-cellule, dans la migration, la division et la réponse au stress mécanique
(Bowen & Hunt 2000). Elles ont été décrites pour la premiére fois en 1986 par Tamkun et al.

(Tamkun et al. 1986).
e Leur structure

Les intégrines sont des protéines transmembranaires formant des hétérodimeres constitués
d’une sous unité a et d’une sous unité B liées d’une maniere covalente. 18 sous unités a et 8 sous
unités B ont été décrites a ce jour, les différentes combinaisons connues donnant 24 intégrines
différentes (Evans 2001; Bowen & Hunt 2000). Ce sont des récepteurs cations (Ca2+) dépendants,
capables de reconnaitre des corécepteurs de la famille des immunoglobulines et des cadhérines.
Elles ont un domaine extracellulaire en N-terminal, un domaine transmembranaire et une petite

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

Les intégrines sont liées au cytosquelette par le biais d’autres protéines telles que la taline, la
paxiline et la vinculine qui se fixent a I'actine F. Cette adhésion se fait par le biais de la sous unité B et
permet la transduction de signaux extracellulaires vers I'intérieur de la cellule (Brakebusch & Fassler
2003; Geiger & Bershadsky 2002). L’activation de I'intégrine se fait par le biais d’un changement de
sa conformation qui va entrainer le démasquage d’un site d’adhésion. La liaison au récepteur va se

faire par la sous-unité a (Bowen & Hunt 2000; Schwartz 2001).
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Ligand

Inactive
Figure 8 : Hétérodimére formé par une sous

unité unité a et d’une sous unité 8 liées d’une
maniere covalente. A gauche l'intégrine dans
sa conformation inactive, a droite dans sa
conformation activée (elle se lie alors au
Cytoplasmic cytosquelette). La ligison au récepteur va se
binding partners faire par la sous-unité a (Schwartz 2001).

TRENDS in Cell Biology

e Role des intégrines dans la fécondation

Leur role dans I'interaction gamétique a été rapporté pour la premiere fois par Almeida et al.
en 1995, qui a identifié I'intégrine a6B1 lors d’expériences d’inhibition de FIV par I'anticorps GoH3,
anticorps bloquant (Almeida et al. 1995). L’intérét pour cette famille de protéines a augmenté lors 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-Lange et al. ont montré que l'intégrine a6B1 était également

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

Toutefois, les travaux sur animaux transgéniques portant sur les invalidations de genes 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
vu du grand nombre des membres de cette famille il n’est pas exclu qu’en I’'absence d’une intégrine,

la fécondation puisse avoir lieu du fait du r6le redondant de plusieurs intégrines.

ili.  Les Ancres membranaires : GPI-anchored proteins

Les ancres GPI sont des protéines « ancrées» a la membrane plasmique grace a un
glycolipide : le glycosyl-phosphatidylinositol. Le réle actif de la Glycosyl Phosphatidylinositol-
Anchored Protein (GPI-APS dans linteraction gamétique a été découvert lors d’expériences de

fécondation in-vitro menées en présence de phosphatidylinositol phospholipase C (PI-PLC). Cette
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molécule clive les GPI-anchored proteins. Les spermatozoides mis en présence d’ovocytes ayant subi
ce traitement adherent a la membrane plasmique de I'ovocyte mais ne fusionnent pas (Coonrod et

al. 1999).

La génération de lignées délétées de ces protéines uniquement dans I'ovocyte montre que
les spermatozoides s’accumulent dans I'espace périvitellin sans fusionner. Les expériences de
fécondation in-vitro menées avec cette lignée montrent un taux de fécondation diminué de 90% et

un taux d’adhésion diminué de 40% (Alfieri et al. 2003).

b. Les acteurs spermatiques

i.  Laprotéine Izumo1l
La protéine lzumol, constituant I'objectif de notre travail, fera I'objet du chapitre 3 qui

suivra.

ii. Les ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease)
e Lafamille des ADAMs

La famille ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease), est une famille de protéines
transmembranaires caractérisée initialement grace a des études d’analogie avec des
métalloprotéases contenues dans le venin de serpent. Les premiéres ADAMs de mammiféres ont été
découvertes a la surface de spermatozoides de cochon d’inde (Wolfsberg & White 1996; Primakoff et
al. 1987). Cette famille de protéines a été appelée ainsi car ses membres possédent tous un domaine

« métalloprotéase » et un domaine «désintégrine ».
e Leur structure

Ce sont des glycoprotéines transmembranaires d’environ 750 acides aminés qui ont la
capacité de cliver le domaine extracellulaire de nombreuses protéines. La famille des ADAMs est
constituée par 39 membres qui possedent 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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Figure 9: Vue schématique d’une protéine de la famille ADAM. Protéine transmembranaire ayant 5 domaines
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).

e Role des ADAMs dans l'interaction gamétique

v La fertiline ou le complexe ADAM1/ADAM?2

La fertiline ou complexe PH-30 est constituée de deux sous-unités : la fertiline a dite ADAM1
et la fertiline B dite ADAM2 (Primakoff, Hyatt, & Tredick-Kline, 1987 , Blobel et al. 1992). Des
expériences d’immuno-précipitation ont montré que la fertiline B développait une liaison en Trans
avec l'intégrine a6B1 ovocytaire (Eto et al. 2002). Ces résultats ont alors été étayés par des tests
d’inhibition de la fécondation qui ont montré une baisse importante du taux de fécondation mais
celle-ci était toutefois encore possible. La génération de souris ko pour la fertiline B a révélé
différentes anomalies fonctionnelles, une chute importante du taux de fécondation mais pas de

stérilité compléte (Nishimura et al. 2001).
v’ La Cyristetine ADAM3

Les expériences d’inhibition de la fécondation in-vitro ont montré qu’en bloquant le domaine
désintégrine d’ADAM3 ont observait 80% de baisse du taux d’adhésion et 90% de baisse du taux de
fusion (Yuan et al. 1997). De méme, les animaux transgéniques délétés pour la Cyristetine ne
montrent pas de stérilité totale. Cette protéine semble étre impliquée dans le processus d’adhésion
du spermatozoide 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
protéines jouant un role clé dans l'interaction gamétique. Mais I'apport des travaux sur les lignées
transgéniques KO a montré que bien qu’elles semblent jouer un réle important dans l'interaction
gamétique leur absence n’entraine pas de stérilité totale. Leur réle dans I’adhésion/fusion n’est pas

complétement élucidé.

ili.  SPESP1 (Sperm Equatorial Segment Protein)

SPESP1 est une protéine de la région équatoriale et demeure intacte apres la réaction
acrosomique (Wolkowicz et al. 2003). Les anticorps dirigés contre cette protéine inhibent la fusion
entre les spermatozoides humains et les ovocytes de hamster (M. J. Wolkowicz et al. 2008). Les
spermatozoides 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 lzumo1l

1. lzumol est une protéine clé de la fécondation

En 1986 I'équipe de Masaru Okabe au Japon met en évidence un antigéne spermatique qui
réagit spécifiguement avec un anticorps monoclonal anti-souris, 'OBF13. Cet anticorps a la
particularité d’inhiber la fusion entre un spermatozoide et un ovocyte (Okabe et al. 1988; Okabe et
al. 1987). Les spermatozoides mis en présence d’ovocytes dépellucidés (dont la zone pellucide a été
enlevée) préincubés avec 'OBF13 sont capables d’adhérer a leur membrane mais la fusion n’a pas
lieu. En 2005, I'équipe d’Okabe confirme le caractére indispensable d’lzumol dans l'interaction
gamétique en générant par recombinaison homologue une lignée de souris Izumo -/-. Les femelles de
cette lignée sont normalement fertiles, alors que les males délétés en lzumol sont totalement
stériles. En dépit d’'un comportement sexuel standard et de spermatozoides de morphologie et
motilité normales, I'analyse des ovocytes prélevés chez des femelles sauvages 24 heures apres
accouplement avec un male Izumol-/- montre que les spermatozoides s’accumulent dans I'espace
périvitellin, adherent a la membrane ovocytaire mais ne peuvent fusionner. La méme observation
est faite en réalisant in vitro des inséminations d’ovocytes dépellucidés par des spermatozoides
lzumo1-/- (Figure 10). En revanche, en court-circuitant I'étape de fusion grace a l'injection d’un
spermatozoide lzumo -/- directement dans le cytoplasme d’un ovocyte sauvage, la fécondation se
poursuit normalement donnant naissance a des portées viables présentant les caractéristiques
mendéliennes classiques. Les spermatozoides lzumo -/- semblent donc capables de traverser toute
les étapes de la fécondation exceptée celle de la fusion et les portées engendrées sont menées a
terme donnant naissance a des individus normaux. L'induction d’lzumo dans les spermatozoides

lzumo -/- restaure totalement la fertilité.

La délétion d’un gene pouvant interférer avec I'expression d’autres genes ; I'équipe d’Okabe
s'est intéressée au taux d’expression sur les spermatozoides lzumol-/- d’autres protéines
spermatiques pouvant étre impliquées dans la fécondation. Leurs analyses montrent que le taux

d’expression d’ADAM2, CD47 et sp57 n’est pas affecté par la délétion d’lzumo.
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Figure 10 : Les spermatozoides Izumo-/- ne fécondent pas mais adhérent a I'ovocyte. 1 /Ovocyte dépellucidé
fécondé par des spermatozoides Izumo+/- : il y a fusion, les fléches indiquent les noyaux décondensés des
spermatozoides ayant réussi a fusionner. 2/ ovocyte dépellucidé fécondé par des spermatozoides Izumo-/-, il n’y

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

Les ovocytes de hamster dépellucidés pouvant étre fécondés par des spermatozoides
humains (Lee et al. 1997), I'implication d’lzumol dans la stérilité chez 'homme a été testée en
inséminant des ovocytes de hamster par des spermatozoides humains préincubés avec des anticorps
anti-lzumol humains bloquants. Les résultats sont identiques a ceux obtenus chez la souris suggérant

ainsi qu’lzumol puisse étre impliqué dans la stérilité chez 'homme (N. Inoue et al. 2005).

Les différents travaux portant sur le rle d’lzumol dans la fécondation chez I’homme tendent
a montrer qu’lzumol pourrait constituer une piste intéressante pour la contraception, mais aucun de
ces travaux n’a abouti a une application médicale concréte chez I'humain (Wang et al. 2009;

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

lzumol est a ce jour la seule protéine de la membrane spermatique induisant une infertilité
totale (N. Inoue et al. 2005). L'équipe d’Okabe lui donne le nom d’lzumo en I'honneur du temple

dédié au mariage (Inoue et al. 2005).
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2. Propriétés structurales d’lzumol

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

lzumol fait partie de la superfamille des Immunoglobulines. Les membres de cette famille
possedent un ou plusieurs domaines immunoglobuline, trés conservés, issus de I'expression de genes
évoluant d’un géne ancestral commun (Weinman & Méhul 2004). Cette famille de glycoprotéines
comprend de trés nombreux membres 765 membres connus chez ’lhomme, 140 chez la mouche et
64 chez les vers (Brimmendorf & Lemmon 2001; Gupta 2005). La superfamille des immunoglobulines
(IgSF) compte parmi ses membres de nombreuses protéines impliquées dans les processus

d’adhésion, I'un des processus d’adhésion le plus important est la liaison antigéne-anticorps.

Les membres de la superfamille des immunoglobulines ont en commun un domaine de 70 a
110 acides aminés constitué de deux feuillets B antiparalléles, 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 peuvent réaliser des liaisons en Trans avec d’autres membres
de la superfamille des immunoglobulines (liaisons homotypiques) ou avec d’autres molécules telles
gue les intégrines ou les cadhérines (liaisons hétérotypiques). Elles peuvent aussi interagir en Cis et
constituer des complexes protéiques d’adhésion. Le domaine immunoglobuline est également
impliqué dans I'adhésion cellule-cellule (Brimmendorf & Lemmon 2001; Aricescu & Jones 2007; Kulin

et al. 2002; Springer & Wang 2004).

b. Ce que I’on sait de la structure d’lzumol

lzumo est une glycoprotéine transmembranaire de 397 acides aminés, trés 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 hautement conservés qui permettraient la formation d’un unique
pont disulfure sur lequel un site de N-Glycosylation est position en 204 (Figure 11). La présence de
ces motifs cystéines laisse supposer la formation de 4 hélices a dans sa structure secondaire. lzumo1l
est par ailleurs capable de former des homodimeres dans cette région (Ellerman et al. 2009; Inoue et

al. 2005; Kim et al. 2013).
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Figure 11 : A/ Dessin schématique d’lzumo tel que décrit par I'équipe d’Okabe. Izumol est une protéine
transmembranaire ayant un peptide signal (permettant I'adressage de la protéine a la membrane) en 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’lzumol : 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. Lafamille lzumo

L'équipe Américaine de Myles et Primakoff s’est également intéressée a la protéine lzumol.
Elle a identifié trois nouvelles protéines ayant une grande homotypie avec le domaine N-terminal

d’lzumol. Elle les a appelé Izumo2, Izumo3 et lzumo4 (Figure 12).

lzumol, lzumo2 et Izumo3, présents uniquement dans le testicule et dans le sperme, sont
transmembranaires et exprimés au niveau de la membrane acrosomique du spermatozoide. lzumo 4
est en revanche une protéine soluble probablement exprimée dans la poche acrosomique. La région
d’homotypie des membres de cette famille est constituée de 150 acides aminés et a été appelée le
domaine lzumo «lzumo Domain», elle est située en N-terminal en amont du domaine
immunoglobuline. Des expériences d’immuno-marquage suggerent que I'expression de l'un des
membres ne dépend pas de celle des autres membres. En effet, 1zumo 3 et Izumo 4 ont été révélés

sur des spermatozoides lzumol délétés (Ellerman et al. 2009).
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Figure 12: Les membres de la famille Izumo tels que décrits par I'équipe de Myles et Primakoff en 2009. Trois
nouveaux membres de la famille Izumo ont été mis en évidence. Ils ont avec Izumol un domaine d’homoptypie
en N-terminal situé en amont du domaine Immunoglobuline. Izumo1, Izumo2, Izumo3 sont retrouvés au niveau
de la membrane acrosomique des spermatozoides testiculaires. Izumo4 est soluble et est plus largement

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

d. Laformation de ponts covalents : le pont disulfure

Izumol possede un domaine Immunoglobuline unique trés conservé (Kim et al. 2013; Grayson
& Civetta 2012). Les expériences de fécondation in-vitro en présence d’anticorps bloquants dirigés
contre ce domaine montrent une baisse importante du taux de fécondation (Kim et al. 2013; Wang et

al. 2009).

e roOle possible dans I'interaction gamétique

Ces résultats laissent a penser qu’lzumol puisse étre impliqué dans une adhésion en Trans
entre le spermatozoide et I'ovocyte. Mais a ce jour aucune protéine ovocytaire n’a été décrite

comme interagissant avec ce domaine immunoglobuline.

e. Laglycosylation

La glycosylation joue un réle primordial en contrélant le repliement des protéines et en les
protégeant de la protéolyse. Elle consiste en une N-glycosilation (liaison amide a un sucre) ou en une
O-glycosylation (liaison osidique a un sucre). La glycosylation intervient dans la reconnaissance et
I’adhésion cellulaire, le transport et I'adressage des protéines a la membrane ou vers les vésicules
(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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e rOle possible dans I'interaction gamétique

Afin de déterminer le rbéle de la N-glycosylation dans l'interaction spermatozoide-ovocyte,
I’équipe japonaise d’Okabe a généré une lignée transgénique (N204Q-IZUMO) exprimant une
protéine lzumol non glycosylée sur un fond infertile de souris Izumol -/-, ainsi qu’une lignée
exprimant Izumol glycosylée sur le méme fond de souris Izumol -/-. Elle observe que tant
I’expression d’lzumo1l glycosylée que non glycosylée restaure la fertilité des males, montrant que la
glycosylation n’est pas indispensable au processus de fusion des gameétes. Néanmoins, les taux de
fécondation issus de FIV faites avec des spermatozoides exprimant la forme non glycosylée d’lzumo1l
sont deux fois moins élevés que ceux obtenus avec les spermatozoides Izumol KO exprimant la
forme glycosylée de la protéine. Par ailleurs, I'’équipe montre que la quantité de N204Q-lzumol
produite dans les testicules est comparable a la quantité d’lzumol produite par la lignée sauvage,
mais qu’au fur et a mesure de la maturation du spermatozoide dans I'épididyme, la quantité de
N204Q-lzumol diminue fortement par rapport a celle d’lzumo1l glycosylée. lls en concluent que la N-
glycosylation joue plutét un role en assurant la stabilité de la protéine lors de la maturation des
spermatozoides dans I'épididyme en la protégeant probablement de la protéolyse par les protéases

acrosomique (Inoue et al. 2008).

f. La phosphorylation

La phosphorylation intervient notamment dans la transduction des signaux a travers la
membrane. Elle est catalysée par différentes protéines kinases spécifiques et est régulée par un

systeme de signalisation hormonal et calcique.

L’équipe de Miles et Primakoff est la premiére a avoir montré que la phosphorylation a lieu
sur lzumolet a suggérer son implication dans la relocalisation d’lzumo1l et a la membrane plasmique
lors de la réaction acrosomique. Partant de membranes de spermatozoides 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 a 60 kD, alors que la bande a 56 kD devient plus
importante. lls en concluent que cette derniere correspond probablement a la forme non-
phosphorylée de la protéine (Figure 13) (Stein et al. 2006; Ellerman et al. 2009). Les recoupements
avec les travaux d’Inoue et al. (Inoue et al. 2005) montrent alors que la forme de 56 kD est la forme
non phosphorylée et qu’elle n’est exprimée qu’au niveau de la téte des spermatozoides acrosome

réagi, la forme phosphorylée étant absente aprés la réaction acrosomique. Afin de mettre en
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évidence les sites probables de phosphorylation, ils génerent des anticorps dirigés contre la partie
cytosolique d’lzumol: la séquence CDFNSDYSGDKSEATEN (cf. Annexel) et confirment ainsi

gu’lzumol est phosphorylée au niveau de sa queue cytosolique (Ellerman et al. 2009).

Izumo1

Al AR
97 -
72 — = Forme Phosphorylée : 60 kD Figure 13: Gel SDS, Izumo1 est révélée par des

[ — | anticorps polyclonaux de lapin. A gauche le
351 1 Forme non Phosphorylée :56kD
doublé 56/60 Kd. A droite migration en présence

sl de phosphatase alcaline seule la bande a 56 kD
28 =

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

Récemment, Baker et al. ont montré que ces phosphorylations se font lors de la maturation
des spermatozoides dans I'épididyme et qu’elle ont toutes lieu sur une trés courte portion de la
gueue cytosolique, les sites de phosphorylation identifiés sont représentés sur la Figure 14 (Baker et

al. 2012).

Figure 14: Schéma Indiquant les sites de
phosphorylation d’lzumo1 lors des
différents stades de maturation du
spermatozoide dans I'épididyme. A/
Téte de I'épididyme. B/ Queue de

I’épididyme. Adapté de (Baker et al.

TR psads 2012)
B ppp (T345/5374/5372/5366)

e role possible dans I'interaction gamétique

Cette modification post traductionnelle semble jouer un role dans la relocalisation d’lzumo1l

mais il n’y a pas de travaux montrant clairement son implication directe dans I'interaction gamétique.
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g. Laformation de complexes lzumo

L'analyse de lysats de spermatozoides et la migration sous conditions dénaturantes ont
permis de retrouver la présence de la protéine sous sa forme monomérique mais également sous
forme di- tri- et tetra-mériques. En effet, lzumol chez la souris peut former des diméres, des
triméres et des tétrameres. Les dimeres ont également été retrouvés chez le rat et chez le porc. Il n’y

a pas de travaux rapportant cette analyse chez ’lhomme.

L'expression d’lzumol recombinant tronqué en différentes régions (extracellulaire,
transmembranaire ou cytosolique) a montré qu’lzumol forme des homodimeres dans sa région
extracellulaire (Figure 15). Cette dimérisation a lieu en N-terminale, le domaine Immunoglobuline

n’étant pas impliqué.

Les tri et quadrimeres d’lzumol quant a eux vont étre formés grace a leur domaine
transmembranaire et/ou cytosolique. Ils ont été observés sur Izumol de souris mais également sur

I"lzumol du porc (Ellerman et al. 2009; Kim et al. 2013).
e role possible dans I'interaction gamétique

Le role joué par de ces complexes protéiques n’a pas été étudié. Nous pouvons toutefois
envisager un effet coopératif qui permettrait d’augmenter le lien entre le spermatozoide et I'ovocyte

lors du processus d’adhésion/fusion.

lzumo 1
tetramer

Figure 15: Schéma représentant la formation d’homo-diméres et d’homo mulitiméres selon (Ellerman et al.

2009).
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h. Interaction avec les autres protéines

Aucun des travaux récents basés sur I'approche protéomique utilisant la spectrométrie de
masse n’a rapporté la présence de protéines interagissant en trans avec lzumol. En revanche, sa
capacité a interagir en Cis avec d’autres molécules qu’elle-méme a été mise en évidence (Ellerman et
al, 2009). Izumo1 pourrait organiser des complexes protéiques a la membrane des spermatozoides
(DRMS : detregent resistant microdomains). Une interaction en Cis a été rapportée. Elle implique la
protéine spermatique Angiotensin-converting enzyme 3 (Ace3). Toutefois la génération d’une lignée
transgénique portant une délétion de cette protéine ne rapporte pas de stérilité et montre tout au
plus une relocalisation d’lzumo légerement différente de celle de la lignée sauvage (Inoue et al.

2010).
e role possible dans I'interaction gamétique

L'interaction avec d’autres protéines de la surface spermatique suggére qu’lzumol
développe des interactions en Cis avec d’autres protéines qui peuvent étre elles-mémes des

protéines d’adhésion ou de fusion. Ce qui n’exclut pas la possibilité d’'une action en Trans également.

3. lzumol est une protéine spécifique de la téte du spermatozoide ayant des

propriétés de relocalisation et de diffusion

a. lzumol est une protéine de la téte spermatique

En utilisant une lignée de souris transgénique exprimant une étiquette EGFP sur |'acrosine,
I’équipe d’Okabe constate qu’lzumol n’est présent sur la membrane plasmique du spermatozoide
gu’une fois qu’il a fait sa réaction acrosomique. Cette protéine est exclusivement localisée sur la téte
du spermatozoide (Inoue et al. 2005). L'équipe de Myles et Primakoff le confirme en analysant

séparément les tétes et les flagelles des spermatozoides (Ellerman et al. 2009).

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

En générant une lignée de souris transgénique exprimant lzumol portant une étiquette
mCherry, I'équipe d’Okabe apporte un nouvel éclairage quant a la distribution d’lzumo dans le
spermatozoide (Satouh et al. 2012). En effet, elle montre que cette protéine est en fait localisée sur
les membranes acrosomales interne et externe (Figure 16 A) (donc protégée de I’environnement
extérieur) jusqu’a I'accomplissement de la réaction acrosomique. Au cours de cette réaction Izumol

subit une relocalisation sur la membrane plasmique ou elle devient donc exposée a I’environnement.
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Ilzumo1l se répand alors sur I'ensemble de la téte et montre une tendance a se rassembler au niveau

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

La relocalisation d’lzumo1l est associée a une sérine kinase spécifique du testicule (Tssk6). La
génération d’une lignée de souris transgénique délétée de cette kinase montre qu’elle est nécessaire
a la relocalisation d’lzumol au moment de la réaction acrosomique. Les spermatozoides issus de
cette lignée ne peuvent féconder et ce probablement en rapport avec ce défaut de relocalisation

(Sosnik et al., 2009).

OAM

’int_act & reacting reacted

Figure 16: A/Schéma d’un Spermatozoide Izumol-mCherry. A gauche la téte du spermatozoide avec les trois
régions : AC (région acrosomique); EQ (zone équatoriale); PA (région postacrosomale). IAM (membrane
acrosomique interne); OAM (membrane acrosomique externe); PM (membrane plasmique). Izumol mCherry
est localisé uniquement au niveau des membranes acrosomales interne et externe. B/Schéma des étapes de
relocalisation d’lzumol au cours de et apreés la réaction acrosomique. Au moment de la réaction acrosomique,
les membranes acrosomique externe et plasmique vont fusionner, Izumol se relocalise au niveau de la
membrane plasmique. Cette relocalisation concerne toute la téte du spermatozoide, mais Izumo1l se relocalise

préférentiellement au niveau de la région équatoriale.(Satouh et al. 2012).
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c. lzumol est une protéine qui se relocalise vers I’ovocyte ?

Comme précisé précédemment, les images de microscopie électronique ont montré que les
spermatozoides débutent le processus de fusion avec la membrane plasmique de I'ovocyte au niveau
de la zone équatoriale. L'équipe d’Okabe a suivi la dynamique de relocalisation d’lzumo1l grace aux
spermatozoides de la lignée Izumol-mCherry lors d’expériences de fécondation in-vitro avec des
ovocytes dépellucidés a observé la relocalisation d’lzumol au niveau de la membrane de 'ovocyte
puis une diffusion d’lzumo1l a partir de la zone de contact dans la membrane ovocytaire (Figure 17).
En observant le film présenté par I'équipe, nous ne pouvons tirer les mémes conclusions, il semble au
contraire qu’lzumol reste fixées en patchs au niveau de la zone ou I'adhésion a eu lieu. Le film

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

-60 -30 0 31 61 181

Figure 17: Spermatozoide Izumol-mCherry fécondant un ovocyte dépellucidé. Imagerie Confocale. Temps O

301 (sec)

Red-1IZUMO1

sec : initiation de la fusion. Au temps 301 sec I’* indique la diffusion d’izumol au moment de la fusion (Satouh

etal. 2012).

d. l1zumol une protéine de fusion ?

Des fécondations in-vitro ont également été menées par la méme équipe avec des ovocytes
portant une étiquette EGFP sur le CD9 (Miyado et al. 2008). En visualisant a la fois la membrane
cytoplasmique de I'ovocyte grace a CD9-EGFP et celle du spermatozoide grace a lzumol-mCherry, la
présence de vésicules d’internalisation formées pas la membrane ovocytaire englobant la membrane
spermatique est révélée. Izumo1 disparait de ces vésicules 20 min apres le début de la fusion (Figure
18) (Satouh et al. 2012). La présence d’lzumol au niveau de la zone de fusion et au niveau des
vésicules d’internalisation a permis a Okabe et al. de conclure quant a son implication dans le

processus de fusion.
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CD9-GFP (egg) Red-1ZUMO1

15

22

e Figure 18: Spermatozoide Izumo1-mCherry fécondant

un ovocytecd9-GFP dépellucidé. Imagerie Confocale.
:minutes from

insemination Les fleches indiquent Izumo1 au niveau de la vésicule

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

et al. 2012).

4. Conclusion

lzumol est une protéine clé de l'interaction gamétique. Son role en tant que protéine
d’adhésion ou protéine de fusion ou régulateur d’autres protéines de fusion est encore a déterminer.
Elle ne dispose a priori pas de motif de fusion mais posséde une structure de type immunoglobuline
qui suggeére la possibilité d’'une liaison en Trans avec un partenaire ovocytaire. Une telle éventualité a
souvent été évoquée mais a ce jour aucune protéine de la membrane ovocytaire n’a été décrite
comme telle. Il est par ailleurs reconnu qu’lzumol développe des liaisons en Cis avec d’autres
protéines et est impliquée dans des complexes protéiques. On sait également qu’lzumol se
relocalise au moment de la réaction acrosomique pour recouvrir toute la téte du spermatozoide avec
une plus forte concentration au niveau de la zone équatoriale. Or le spermatozoide aborde I'ovocyte
par cette région de la téte au moment de I'adhésion. Cette concentration au niveau de la zone

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

lzumo-
associated

family
lzumol members ADAMs SPESP1
(essential)(Role unknown) (participating) (participating

not essential)

OOCYTE

GPl-anchored

Tetraspanins Integrins —
CD9 in mouse (participating o elhsl
(near essential not essential) (essentia

; role inknown)
Function unknown

CD81 supplementary role?)

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

d’adhésion/fusion gamétique. Adapté de (Gadella & Evans 2011).

. Surle spermatozoide

1.

Izumol1 : Seule protéine de la membrane spermatique dont I'absence entraine une stérilité
totale. A un domaine Immunoglobuline qui joue un réle important dans le processus de
fécondation. Elle développe des interactions en Cis avec d’autres protéines telles que I’ACE3.
Elle développe également des complexes dimériques et multimériques qui pourraient jouer un
réle en renforcant I'adhésion. Son réle en tant que fusogene, d’organisateur de fusogéne ou
de protéine d’adhésion est encore a éclaircir.

Les protéines de la famille ADAM : ADAM1 et ADAM2 développent des liaisons en trans avec
I'intégrine a661 ovocytaire. La génération de lignées transgéniques montre un défaut de

stérilité mais pas de stérilité totale.
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SPESP1 (Sperm Equatorial Segment Protein) : Exprimée au niveau de la zone équatoriale du
spermatozoide et colocalise avec Izumol. Les spermatozoides issus de la lignée KO pour cette

protéine montrent un défaut de fusion.

1. Sur l'ovocyte

1.

La tétraspanine CD9 est une protéine cruciale de l'interaction gamétique. Son absence
entraine une baisse importante de la fertilité. Les spermatozoides sauvages adhérent a
I'ovocyte CD9 KO mais ne peuvent fusionner. Trois scénarios ont été proposés : 1/Une action
en CIS en interagissant avec d’autres protéines de la membrane ovocytaire. Elle serait a
I'origine de plateformes d’adhésion permettent d’induire la fusion; Les principaux
partenaires rapportés sont les intégrines et les protéines de la superfamille des
immunoglobulines. 2/Une action en Trans: CD9 pourrait constituer un récepteur d’une
protéine spermatique, Izumol est une des protéines candidates. 3/ Une régulation de la
structure des microvillosités.

Les intégrines : protéines récepteurs des ADAMs et partenaires des tétraspanines. Sont
également présentes a la surface des spermatozoides. L’invalidation des génes pour ces
protéines ne montrent pas d’infertilité.

Les GPI-Anchored Protein (GPI-APS), ou ancres membranaires. Elles sont impliquées dans les
processus de fusion. Les spermatozoides fécondants des ovocytes délétés pour le gene

s’accumulent dans I'espace périvitellin sans fusionner.
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Questions posées et objectifs

lzumol est une protéine clé de linteraction gamétique ; son réle en tant que protéine
d’adhésion interagissant en Trans n’a pas été démontré. Seules des interactions en Cis ont été
décrites, et a ce jour aucun partenaire ovocytaire n’a été identifié. L'objectif de mon travail de these
a été d’explorer le mode d’action d’lzumol dans l'interaction gamétique, notamment en tant que

protéine d’adhésion.

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 a deux questions

1. Quelle est la fonction de la protéine dans I'interaction gamétique a I’échelle cellulaire ?
2. Quelle est la fonction jouée par le domaine extracellulaire (ECD-Iz) et ce a I'échelle de la

molécule unique ?

Ce travail a été mené en étroite collaboration avec deux équipes de biologistes, de
biochimistes et de médecins du Laboratoire de Biologie de la Reproduction Humaine de I’hopital
Cochin a Paris, dirigée par le professeur Jean-Philippe Wolf, et de l'unité Réponses Cellulaires au

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

Les gamétes sont des cellules dont la fenétre d’utilisation est courte (environ 12 heures) ;
elles ne peuvent, de ce fait, étre cultivées. Nous avons eu recours a la souris comme modele d’étude
de fécondation chez les mammiféres car il s’agit d’un petit animal dont I'élevage est facile et la
manipulation simple. Ses cycles de reproduction sont relativement courts ce qui permet d’adapter

facilement les rythmes des accouplements aux besoins des expériences.

Toutes les lignées que nous avons utilisées, sauvages et transgéniques, sont issues du méme
fond génétique, ce qui a permis a la fois la reproductibilité et la comparabilité des données. Par
ailleurs, la souris supporte tres bien la consanguinité, ce qui nous a permis de mener des

accouplements au sein de notre groupe d’animaux transgéniques.

1. Les lignées de souris
Toutes les souris sauvages et transgéniques sont maintenues a I’'animalerie centrale de 'ENS-
Biologie. Cette animalerie est de type EOPS pour Exempt d'Organisme Pathogene spécifique. Ceci
signifie que tous les animaux sont indemnes d’agents pathogénes spécifiques (selon la liste de
référence utilisée en France, a savoir la liste proposée par la Federation of European Laboratory

Science Associations (FELASA), mais peuvent étre porteurs d’agents opportunistes.

a. Lalignée « sauvage »

Les souris sauvages C57BL6/J sont achetées au fur et a 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 thése, toutes de
type C57BL6. Ce fond génétique commun permet une comparaison directe et fiable de I'ensemble de
nos résultats. A leur arrivée a I’Animalerie Centrale de L’ENS Biologie, les souris sont agées de 3 ou 5
semaines. Un délai d’'une semaine est respecté avant utilisation afin que les souris puissent
s’acclimater a leur nouvel environnement et que le stress du transport et du changement

d’environnement n’entrave pas la production des gametes.

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

réactivation de lignées

Trois lignées transgéniques ont été nécessaires a la réalisation de ce travail. Ces lignées
transgéniques sont maintenues en élevage a |'animalerie centrale de I'ENS-Biologie (élevage sans

enrichissement). Ce sont toutes des lignées consanguines établies sur un fond C57BL6/J. Pour les
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besoins de ma thése, j'ai eu la prise en charge de la gestion des élevages de ces lignées: les

accouplements, les génotypages ainsi que les sacrifices des animaux.

i. Lalignée 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 déposée sous la dénomination “CD9 KO” par Claude Boucheix de I'Unité mixte INSERM U602 “
Réponses Cellulaires au Microenvironnement et Cancer” de I’'hopital Paul Brousse a Villejuif. Les
femelles de la lignée CD9 KO ont un taux de fertilité extrémement 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 males portant le méme 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 a des accouplements entre les femelles CD9 +/- et les males CD9 -/-. Ceci nous a permis
d’obtenir des portées statistiquement composées de 50% de souris CD9 +/- et de 50% de souris CD9
-/-. Bien entendu, chaque souris naissante était donc a génotyper. Le protocole est détaillé dans
I'annexe 4. Les femelles CD9-/- ont servis aux expériences. Selon les besoins, les autres souris ont

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

ii.  Lalignée Acr-EGFP
Cette lignée nous a été gracieusement donnée par M. Okabe de I'Université d’Osaka (Okabe
et al. 1997; Nakanishi et al. 2001). Les souris de cette lignée portent un transgene faisant exprimer
une étiquette EGFP a l'acrosine. Cette particularité permet de discriminer, au moment de
I’expérience, les spermatozoides qui ont fait leur réaction acrosomique (absence de fluorescence) de
ceux qui ne l'ont pas faite (acrosine fluorescente). Les souris de cette lignée sont également

porteuses d’un transgéne Actine-EGFP. Le fond génétique de ces souris est le C57BL6/J.

A son arrivée du Japon cette lignée devait étre décontaminée, elle a donc été hébergée a
I’animalerie conventionnelle. Avant de pouvoir étre transférées a I'animalerie dite « propre », les
souris devaient étre accouplées et les embryons implantés chez des femelles « receveuses »

possédant un statut sanitaire conforme a celui de I'animalerie EOPS.

Nous avons rencontré un probleme avec cette lignée. Les femelles souffraient d’une
malformation utérine commune a ce fond génétique (une cloison utérine). Elles décédaient avant
d’avoir pu mettre bas. Au final, nous n’avons ainsi pu récupérer qu’un seul méale et sommes
finalement parvenus a rétablir la lignée grace a des accouplements avec des femelles sauvages.

D’homozygote, la lignée est alors passée a hétérozygote. Nous avons donc d{ établir un protocole 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. Aprés 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 a se préoccuper du génotypage des souris

pour cette lignée.

iii.  La lignée CD9-EGFP
Cette lignée a été obtenue par I'équipe de Miyado en 2008. Les souris de cette lignée
expriment une étiquette EGFP sur le CD9 ovocytaire uniqguement (Miyado et al. 2008). Cette lignée a
d’abord été hébergée a I'animalerie conventionnelle de Cochin ou elle a été contaminée par le virus
de Theiler (TMEV Theiler's Murine Encephalomyelitis Virus) et le virus de I’hépatite murin (le MHV).
Les femelles de cette lignée généraient trés peu de petits et avaient des troubles du comportement

de type cannibalisme.

Pour pouvoir transférer ces souris dans notre animalerie, nous avons fait une premiére
tentative de décontamination au CDTA d’Orléans. Pour cette décontamination, nous n’avions que
des males a I'age requis. Nous devions donc passer par des accouplements avec des femelles
« sauvages » du méme fond génétique. Or cette lignée étant maintenue en élevage a |'état
homozygote et il n'y avait pas de protocole de génotypage pour cette lignée. J'ai été amenée a
mettre au point le protocole de génotypage, celui-ci est détaillé dans I’Annexe 4. La premiére
décontamination a échoué, nous avons alors procédé a la seconde décontamination qui a été
effectuée par les laboratoires Charles Rivers Laboratories (France). Pour cette deuxiéme
décontamination, nous n’avons de nouveau pu fournir que des males qui ont été accouplés avec des
femelles « sauvages ». Chaque tentative de décontamination et établissement d’une lignée stable
nécessite de 6 a 9 mois, repoussant d’autant la possibilité d’expérimenter avec ces animaux. Les
descendants de ces accouplements viennent d’étre introduits a I'animalerie centrale de I'ENS-
Biologie, la gestion de la lignée est maintenant reprise par Benjamin Ravaux en premiere année de

thése sur la thématique de la fécondation également.

2. Le conditionnement des gamétes
Notre étude consistant a caractériser I'interaction entre la membrane plasmique de I'ovocyte
et le spermatozoide, nous avons travaillé avec des ovocytes dépellucidés (ovocytes dont nous avons
retiré la zone pellucide) et des spermatozoides sur lesquels nous avons induit la réaction
acrosomique. Pour les besoins de chaque expérience, nous avons eu recours au sacrifice de I'animal

afin de prélever les gameétes.
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a. Obtention des ovocytes dépellucidés

La souris est un rongeur nocturne. Elle ovule spontanément tous les 4 a 5 jours et ce 3a 5
heures apres le début de la période de nuit. Pour synchroniser les ovulations et obtenir le maximum
d’ovocytes, on doit procéder a une super-ovulation. Les femelles agées de 6 a 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 aprés la seconde injection, les
souris femelles sont sacrifiées par dislocation cervicale. L’abord se fait par incision en forme de V de
la peau et du péritoine au niveau de la partie inférieure de I'abdomen en regard de |'appareil génital,
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) a la concentration de 15 mg/ml a 37°C. La hyaluronidase est une enzyme qui va
dégrader I'acide hyaluronique et libérer I'ovocyte des cellules du cumulus. Les ovocytes sont ensuite
rincés trois fois dans du Ferticult IVF (Fertipro, JCD Laboratories, France) supplémenté a 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 I, c'est-a-dire ceux ayant éjecté leur ler
globule polaire, sont gardés et les ovocytes dysmorphiques ou immatures sont éliminés. Le tri se fait

sur plaque chauffée a 37°C.

La zone pellucide est dissoute par action chimique lors d’une incubation de moins de 30
secondes dans une solution pure de thyrode acide (Sigma-Aldrich) a température ambiante, puis
rincés trois a cing fois dans du Ferticult IVF a 3% de BSA. Les ovocytes sont ensuite mis au repos trois
heures dans du Ferticult IVF a 3% de BSA a 37°C sous 5% de CO, dans l'incubateur. A I'issue de cette

période de repos, un nouveau tri est effectué.

b. Obtention des spermatozoides

Les males de 8 a 10 semaines sont isolés une semaine environ avant I'expérience. Cet
isolement a pour effet de favoriser la production de spermatozoides. Le sacrifice de I'animal se fait

par élongation cervicale. L’abord se fait par incision en forme de V de la peau et du péritoine au
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niveau de I'abdomen, extériorisation du contenu abdominal. Les testicules ayant une position extra-
abdominale doivent étre remontés en tirant la graisse qui les recouvre. Les épididymes sont dégagés

des vaisseaux, la graisse est disséquée et ils sont prélevés.

Les spermatozoides sont éjectés par pression a I'aide de deux pointes sur I'épididyme. Les
spermatozoides ainsi dégagés sont maintenus dans une goutte de 500 pl Ferticult IVF a 3% de BSA
sous huile Medicult a 37°C sous 5% de CO2 dans I'incubateur pendant deux heures. La présence de

BSA va induire la réaction acrosomique des spermatozoides.

Dans certains cas, nous avons eu besoin d’avoir recours a un ionophore A23187 a 10 uM afin
d’induire cette réaction acrosomique de maniére plus rapide et massive. La sélection des
spermatozoides “motiles” s’effectue par la méthode du “swim-up” qui consiste a centrifuger les
spermatozoides a 200 g pendant 2 minutes puis a récupérer 30 min plus tard le surnageant

contenant les spermatozoides les plus motiles.

c. Les fécondations in-vitro (FIV) de contrdle

Durant ces 3 années de thése, nous avons mené des expériences sur les gametes dans
conditions expérimentales variées. Afin de s’assurer du bien-fondé des résultats obtenus, il était
primordial de vérifier que dans ces mémes conditions expérimentales, les ovocytes pouvaient étre
fécondés par les spermatozoides. Nous avons par conséquent mené des expériences de fécondation
in-vitro en paralléle de chague nouvelle expérience. Pour cela nous avons repris le protocole de
fécondation in-vitro décrit par I'équipe d’Okabe et nous I'avons adapté (Inoue & Okabe 2008). Les
spermatozoides et les ovocytes étaient préparés tel que décrit précédemment. Les ovocytes étaient
préincubés dans une goutte de 500ul a 1/1000éme de Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) dans du
Ferticult IVF a 3% de BSA sous huile Medicult a 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 I'ADN (Bisbenzimide), les ovocytes incubés avec ce marqueur voient leur noyau
marqué en bleu sous éclairage ultraviolet (excitation a 350 nm) et leur cytoplasme se saturer de ce

marqueur (figure 20).

La fécondation se fait dans une goutte de 100ul de Ferticult IVF a 3% de BSA sous huile
Medicult a 37°C sous 5% de CO2: les ovocytes préincubés au Hoechst sont mis en présence de
spermatozoides a la concentration de 10° spermatozoides/ul pendant 1 heure trente. Dés qu’une
fusion se produit, les contenus cytoplasmiques des deux cellules communiquent, le Hoechst contenu

dans le cytoplasme de I'ovocyte passe dans le spermatozoide dont le noyau se marque aussitét en
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bleu (Figure 20). Les ovocytes sont ensuite rincés. Ce second ringage a pour but d’éliminer les

spermatozoides qui n’ont pas adhéré.

L'analyse de I'expérience se fait sous microscope confocal Leica SP5 Il : les spermatozoides
dont le noyau est coloré au Hoechst sont comptés. Nous pouvons également observer la

décondensation des noyaux des spermatozoides fusionnés. Cette décondensation signe le début de

formation du pronucleus.

Figure 20 : Ovocyte dépellucidé
marqué au Hoechst fécondé par
deux spermatozoides.

Le Hoechst apparait en bleu en
fluorescence.

* indique les noyaux des deux
spermatozoides.

** le noyau de l'ovocyte et le

globule polaire.
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Chapitre 2/ Les cellules eucaryotes

1. Les lignées cellulaires utilisées

a. Lalignée cellulaire K562 : lignée en suspension

Les cellules K562 nous ont été données par Lucia Pattarini de I'équipe « Immunité et cancer »

de I'Institut Curie (Inserm Unité 932).

La lignée K562, lignée Erythroleucémique humaine, a été décrite en 1975 pour la premiere
fois (Lozzio & Lozzio 1975). Elle provient de cellules de liquide pleural d’'une patiente atteinte de
leucémie myéloide chronique en crise blastique aigue. Ce sont des cellules qui peuvent se
différencier en l'une des trois lignées circulantes : érythroide, 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 gene hybride qui en résulte entraine la synthése de la protéine Bcr-Abl qui est responsable de

la résistance de cette lignée a I'apoptose (Mcgahon et al. 1994).

b. Lalignée cellulaire MDA : lignée adhérente

Les cellules MDA nous ont été données par Nathalie Lao de I'équipe « Imagerie de la

Machinerie Transcriptionnelle » Institut de Biologie de I'Ecole Normale Supérieure (CNRS UMR8197).

La lignée MDA-MB-231 est une lignée établie a partir d’'un épanchement pleural dérivant
d’un carcinome mammaire humain, elles ont également un géne de résistance a I'apoptose (Cailleau

R et al., 1974).

c. Lalignée cellulaire U20S : lignée adhérente

Les cellules de la lignée U20S nous ont été données par Adrien Senecal de I'équipe
« Imagerie de la Machinerie Transcriptionnelle » Institut de Biologie de I'Ecole Normale Supérieure

(CNRS UMR8197).

Les U20S sont des cellules épithéliales adhérentes issues d’un ostéosarcome humain d’une
jeune fille de 15 ans. L’apoptose est inhibée par une protéine virale. Cette variété de cellule a été

établie par Ponten et Saksela (Ponten J & Saksela E 1967).
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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 U20S 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 par 10% de sérum de veau foetal.

La conservation des cellules a été faite dans du CryoMaxx SF (PAA Laboratories) a la
concentration de 10° cellules/ml dans de I'azote liquide.

La viabilité des cellules est vérifiée par le test de coloration au bleu trypan.

Les cellules sont transfectées avec le jetPEl (Polyplus) par transfection transitoire, plusieurs
échelles de transfections ont été testées. Le meilleur rendement a été obtenu avec 2 pg de plasmide
et 4 ul de jetPEl pour 2.10°cellules/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’anticorps primaire utilisé pour la révélation des protéines exogénes lzumol et Izumol-
EGFP ainsi que la protéine recombinante est I'anticorps monoclonal fabriqué chez le rat dirigé contre

Izumol murin qui nous a été donné par M. Okabe (Inoue et al. 2005).

Pour révéler la protéine recombinante ECD-lz1 portant une étiquette myc sur les billes lors

des controdles par cytométrie de flux nous avons utilisé I'anti-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-lz1 biotinylée a été faite a la

Strepatividine Alexa-Fluor 700 de (Invitrogen, France).

2. Le marquage des ovocytes
Le marquage membranaire de l'ovocyte a été fait par un fluorophore ayant une queue
lipophile qui s’insére dans la membrane plasmique: le PKH26 (Red Fluorescent Cell Linker Mini Kit for
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’agent de transfection
Nous avons opté pour une transfection transitoire par un vecteur chimique : le jetPEl
(Polyplus). Les vecteurs chimiques sont des molécules naturelles ou synthétiques, lipides ou
polyméres cationiques, formant des complexes avec I'ADN. lls ont I'avantage de s’affranchir des

problemes de toxicité rencontrés chez les virus et par I’électroporation.

L'ADN est une macromolécule anionique et les membranes cellulaires sont globalement
chargées négativement. Les répulsions électrostatiques limitent donc les contacts entre |'acide
nucléique et les membranes plasmiques. Le jetPEl est un polycation linéaire (polyéthylénimine)
synthétique qui forme des complexes avec I’ADN d’intérét. Ces complexes chargés positivement vont
permettre le transfert de I'ADN dans les cellules. Son efficacité semble liée a sa structure
chimique.Ses groupements amines sont protonables au pH physiologique. Il emprunterait la voie de
I’endocytose et grace a cette caractéristique, il permettrait I'augmentation de la pression osmotique

dans les endosomes entrainant leur rupture et le largage de I’ADN dans le cytoplasme. En passant

63



vraisemblablement a travers les pores nucléaires (environ 10um) (Abdallah et al. 1996), I’ADN atteint

le noyau.

L'analyse de I'expression de la protéine exogéne peut étre faite 24h apres la transfection. Le
plasmide ayant intégré le noyau peut étre transcrit sans avoir nécessairement intégré le génome.
Toutefois il peut étre perdu au cours des divisions cellulaires. En vue d’avoir le meilleur taux de
transfection et d’expression de la protéine exogéne, les cellules ont été transfectées 24 ou 48h avant

chaque expérience.

4. Laséquence et les plasmides receveurs

a. Laséquence Izumol sauvage murin

La séquence codant pour lzumol sauvage murin telle que décrite par I'équipe d’Okabe
(Inoue et al. 2005) a été fabriquée selon la séquence IZUM1_MOUSE (UniProt Q9D9J7)(Annexel),
sans le codon stop, par Eurogentec et insérée dans un plasmide de clonage pUC57 avec les sites de
restriction Nhel et Xhol. La séquence portant le codon stop a été obtenue par amplification PCR a
I’aide d’AMORCES introduisant le codon stop (Le protocole de sous clonage et de mutagénése utilisé

est en Annexe 5).

b. Le plasmide pCAGGS-RFP (X-301 /pCAGGS-IRES2-tagRFP) : vecteur d’expression

Ce plasmide nous a gracieusement été donné par Xavier Morin de I'équipe mixte “Equipe
AVENIR INSERM” "Mitosis and Neurogenesis" de I'institut de Biologie de I'Ecole Normale Supérieure
(INSERM U1024 - CNRS UMR8197). Il a été mis au point au sein de cette équipe et n’a pas encore fait
I'objet d’'une publication. C'est un plasmide bicistronique (IRES) qui permet I'expression de deux
protéines sous promoteur CMV-IE (la carte du plasmide est dans I'lannexe2). |l permet d’exprimer la

protéine d’intérét et une protéine senseur d’expression cytoplasmique, en I'occurrence la RFP.

c. Le plasmide pEGFP-N1 : vecteur d’expression

Il s’agit d’'un vecteur commercial (Clontech) contenant I'EGFP (Enhanced green fluorescent
protein) variant de la GFP (green fluorescent protein) sous contréle du promoteur CMV-IE. Ce
vecteur a été optimisé pour I'imagerie (maximum d’excitation = 488 nm; maximum d’émission = 507

nm) (la carte du plasmide est en annexe2).

5. Les réactifs de clonage et les systemes de purification
Les enzymes qui ont permis d’établir les constructions proviennent de chez New England

BioLabs. Les purifications des produits de migration sur gel et des produits de PCR ont été faites a
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I'aide du systeme de purification NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) selon les
indications du fabricant. Les constructions finales ont été obtenues aprés purification a I'aide du

systéme d’extraction 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 gameétes. Lors des expériences, les gamétes étaient maintenues dans du M2 Medium (Sigma
Aldrich) contenant de I'HEPES assurant le maintien du pH a 7,4. Dans les deux cas les milieux ont été
supplémentés a 3% de BSA (Albumin from bovine serum A2153-500G Sigma Aldrich).

Les expériences d'immuno-marquage ont été faites dans du PBS 1x supplémenté a 1% de BSA.
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Chapitre 4 / La micromanipulation par micropipettes

La micromanipulation par micropipettes est adaptée a notre objet d’étude car elle nous
permet de manipuler des cellules individuellement, en contrélant précisément le lieu et temps de
contact et éventuellement les forces appliquées en vue de caractériser les interactions qu’elles

développent.

1. Les micropipettes
Pour la réalisation de mon travail de these, jai eu a microforger a partir de capillaires de

verre trois types de micropipettes:

- La micropipette de contention

C’est la micropipette qui maintient I'ovocyte. Celui-ci est une cellule de 80um, la pipette de
contention doit donc avoir un diameétre important pour limiter la contrainte exercée tout en ayant
une force d’aspiration la plus importante possible. La pipette de contention a donc un diaméetre de

35a45um.

- La micropipette cellule

Les cellules que nous avons utilisées comme modele ont des diamétres autour de 10pum et

les pipettes cellules ont un diamétre de 4 a 6um.

- La micropipette sonde

Cette micropipette est utilisée pour les expériences de BFP (Biomembrane Force Probe),
technique qui fera I'objet du chapitre deux de la troisieme partie de ce travail). Son diamétre est
compris entre 1,7 et 2 um. Cette taille permet d’aspirer le globule rouge de maniéere a le déformer et
lui conférer une forme sphérique permettant nos mesures. Compte tenu du diametre ~ 6 um du
globule rouge et de sa grande déformabilité, un diametre plus grand de pipette conduirait a son

aspiration dans la pipette.

Les trois pipettes sont reliées a trois réservoirs d’eau. La continuité en liquide entre les
réservoirs et le milieu dans lequel I'expérience est menée permet de finement contréler I'aspiration
exercée par les pipettes sur les cellules (a 2,5 Pa pres). Avant chaque expérience, I’aspiration dans le

systeme 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

f > culture et reliée a un réservoir d’eau

«‘7_* en s’assurant de la continuité en

“ liquide.

2. Lafabrication des micropipettes

Les différentes étapes de la fabrication des pipettes sont représentées par la figure 22. Elles
sont préparées au laboratoire avant chaque expérience. Les capillaires de verre d’'un diametre
interne de 420 um (Harvard Apparatus, USA) sont tout d’abord étirés a I’aide d’une étireuse P-2000
(Sutter Instruments Co., USA), grace a un laser qui chauffe le milieu du capillaire et deux ressorts qui
tirent simultanément les extrémités des capillaires. Ce passage dans I'étireuse permet d’obtenir deux
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 a un diamétre 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
électrique jusqu’a ce que la bille de verre rentre en fusion. La pipette est alors introduite dans la bille
de verre sous contréle d’un microscope a faible grossissement, puis le courant est coupé. La pointe
de la pipette casse sous la contrainte du verre qui en refroidissant se resolidifie. Pour obtenir une
cassure nette de la pipette, I'opération doit étre répétée. La pipette étant cette fois ouverte, le verre
pénéetre par capillarité dans I'extrémité 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 boite de
pétri dans une goutte sous huile, les pipettes doivent étre coudées. Pour cela nous utilisons une
deuxieme microforge ayant uniquement un filament de platine. Ce filament est chauffé et la pipette
est approchée sous controle d’un microscope a faible grossissement. La chaleur fait fondre le verre

qui va se plier doucement, dés que I'angle désiré est atteint le courant est coupé.

La pipette de contention est fabriquée uniquement a I'aide de la deuxieme forge. Cette
pipette a un diameétre important, il n’est pas possible de la casser a I'aide de la premiere forge. La
pipette est mise en contact avec le fil de platine a I'endroit correspondant au diametre voulu et le
courant est coupé. |l est alors possible de la casser. Elle est coudée de la méme maniére que décrit
précédemment et puis rodée (en approchant I'embout de la pipette du fil de platine, le verre fond et

n’est plus coupant).
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Figure 22: Préparation des pipettes : (1) formation des micropipettes a partir d’un capillaire de verre avec
I’étireuse P-2000 Sutter Instrument ; (2) utilisation de la 1ére microforge pour I'ouverture des extrémités des
micropipettes ; (3) formation d’un coude d’un angle de 30°par échauffement du filament de la 2nde microforge

(4) rodage des pipettes de contention.

3. Le dispositif expérimental

La chambre expérimentale est une boite de Pétri dans laquelle sont déposées les gouttes de
30ul de milieu contenant les objets a tester. Le tout est recouvert par I’huile Medicult. La boite de
Pétri est déposée sur la platine du microscope. Le microscope est contenu dans une enceinte
thermostatée transparente et adaptée a la micromanipulation, permettant de travailler a 37°C qui
est la température nécessaire a I'intégrité fonctionnelle des gametes. Les pipettes forgées et coudées
telles que décrit précédemment sont préalablement remplies du milieu dans lequel se déroule
I’expérience puis passivées dans ce méme milieu supplémenté en BSA environ une heure avant le
début de chaque expérience et ce, pour éviter que les cellules n"adhérent aux parois. Le dispositif

expérimental est représenté par la figure 23.
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Figure 23 : Photo du dispositif expérimental avec
deux micropipettes.

Les micropipettes sont maintenues par un support et
reliées a des micromanipulateurs. Elles sont placées
dans une goutte de milieu au fond de la boite de

Pétri et le tout est recouvert d’huile.



3éme Partie / I'approche cellulaire

Le spermatozoide entre en contact avec trois composants ovocytaires avant de pouvoir
fusionner: les cellules du cumulus, la zone pellucide et la membrane cytoplasmique. Les
spermatozoides Ilzumol -/- sont morphologiquement normaux. lls accomplissent leur réaction
acrosomique, traversent toutes les étapes de la fécondation, adhérent a I'ovocyte mais ne peuvent

pas fusionner (Inoue et al. 2005).
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Les images de microscopie électronique et les derniers travaux de I’équipe d’Okabe montrent
qgue le spermatozoide adhéere et fusionne avec cette derniére barriére qu’est la membrane plasmique
de l'ovocyte par sa zone équatoriale (Satouh et al. 2012). La méme équipe a également réussi a
montrer qu’lzumol se relocalise au moment de la réaction acrosomique au niveau de toute la téte
du spermatozoide et se concentre particulierement au niveau de cette région équatoriale (Satouh et
al. 2012). En I'absence de cette relocalisation, la fécondation ne peut avoir lieu (Sosnik et al. 2009). La
présence d’lzumol au niveau de cette région de la téte du spermatozoide au moment de I'adhésion

et de la fusion semble donc nécessaire a la réussite de la fécondation.

Izumol développe des interactions avec des partenaires en Cis, laissant présager qu’elle est
impliquée dans I'organisation de complexes incluant des molécules de fusion (Stein et al. 2006;
Ellerman et al. 2009). Parmi ces protéines seule I’Angiotensin-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 arguments convergent vers |'hypothése qu’lzumol serait impliquée dans |'étape 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’autres partenaires spermatiques. L'exemple est donné pour les intégrines qui peuvent avoir a la
fois une interaction avec un partenaire en Trans et se lier en Cis a d’autres protéines telle que la

tétraspanine CD9 (Berditchevski 2001; Nakamura et al. 2001; Takao et al. 1999).

Nous avons voulu explorer I'hypothése qu’lzumol développe une interaction avec un
partenaire ovocytaire (interaction en Trans) outre les liens qu’elle développe avec d’autres protéines

de la membrane spermatique (interaction en Cis). Notre stratégie a été de mettre au point un

modele cellulaire qui nous permet d’exprimer la protéine a la surface d’'une membrane et de sonder
un éventuel lien avec une molécule de la membrane plasmique de I'ovocyte. Pour cela, nous avons
généré deux variantes exogenes de la protéine Izumol et les avons surexprimées a la membrane de
cellules n’interagissant pas ou peu naturellement avec 'ovocyte. Les liens développés entre ces
cellules transfectées avec Izumol et I'ovocyte ont été analysés au moyen de la technique de mesure

de force par micromanipulation de cellules couplée a I'imagerie confocale.

éme

Le premier chapitre de cette 3°™ partie sera consacré a la mise au point du modeéle d’étude :
la recherche de la lignée cellulaire adéquate, le clonage des protéines exogéenes et la validation du
modele. La technique de mesure de force par micromanipulation de cellules couplée a l'imagerie
confocale sera exposée dans le second chapitre. Enfin, les résultats obtenus et leur discussion feront

I’objet du troisieme et dernier chapitre.
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Chapitre 1 / La mise au point du modéle d’étude

Afin de mettre en évidence une éventuelle interaction en trans propre a lzumol avec un

partenaire ovocytaire, le modele cellulaire choisi devait remplir trois conditions:

1. Ne pas interagir spontanément avec I'ovocyte.
2. Permettre a Izumol exogene d’étre adressée et exprimée au niveau de la membrane dans les
conditions les plus proches des conditions physiologiques.

3. Nous permettre de travailler a I'échelle de la cellule unique.

Nous avons opté pour les lignées de cellules eucaryotes. Elles présentent |'avantage d’étre
faciles a manipuler, de proliférer de maniére rapide et illimitée, de pouvoir étre congelées et utilisées
en cas de besoin et d’avoir la machinerie de synthése et d’adressage nécessaire a |'expression des

protéines transmembranaires.

1. Larecherche 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 modele pour exprimer la protéine exogéne. Les cellules
étaient mises en contact pendant 5 min avec l'ovocyte puis séparées. Toutes les lignées qui
développaient une force d’adhésion avec I'ovocyte supérieure a 1 nN étaient éliminées. Nous avons
sondé cing lignées cellulaires eucaryotes adhérentes (les lignées adhérentes ont la caractéristique de
proliférer en adhérant a leur support jusqu’a arriver a confluence), deux lignées eucaryotes en
suspension (ces lignées se cultivent en flasques et n’adhérent pas a leur support), nous avons
également testé des cellules primaires (cellules prélevées sur I'animal n’ayant donc pas les
caractéristiques de prolifération et d'immortalité mais qui peuvent toutefois permettre I'expression

de la protéine d’intérét quand elles sont transfectées a un stade avancé de leur croissance).
Les résultats obtenus pour chacune de ces lignées sont consignés a la figure 24.

1. lignées de cellules adhérentes : HEK 293, COS-7, CHO, MDA et U20S. Seule la lignée MDA ne
développe pas du tout d’adhésion avec I'ovocyte. La lignée U20S adhére relativement peu (10%
des cas). Quant aux 3 autres lignées, elles adhérent naturellement trop aux ovocytes pour
pouvoir servir a I’étude.

2. lignées de cellules en suspension : K562 et Thpl. Aucune n’adhére spontanément aux ovocytes.

3. Cellules primaires : les astrocytes. lls adherent dans 17% des cas et nous avons préféré les
écarter.

Au final, Nous avons retenu les 4 lignées suivantes K562, Thpl, MDA et U20S.
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Figure 24 : Le test d’adhésion par micromanipulation entre les ovocytes et différentes lignées cellulaires : les

pourcentages d’interaction obtenus pour les tests doublets ovocyte-cellule effectués.

2. La construction des plasmides

Le clonage est une technique de biologie moléculaire qui permet d’isoler la séquence d’ADN
d’intérét dans un plasmide vecteur au moyen d’enzymes de restriction : les endonucléases. Elles
coupent I’ADN au niveau d’'une séquence particuliere et permettent de I'insérer dans une molécule
d’ADN bactérien (plasmide vecteur). Dans notre cas, nous avons choisi les sites Nhel et Xho1l car ils
sont communs aux deux vecteurs d’expression pour lesquels nous avons opté. Le plasmide obtenu
est amplifié (c'est-a-dire multiplié de facon identique) dans un systéme bactérien dit « bactéries
compétentes » (bactéries dont la paroi est fragilisée afin de permettre la pénétration des molécules
d’ADN) se répliquant grace aux enzymes propres a la bactérie. Les bactéries compétentes que nous
avons utilisées sont des bactéries de la souche Escherichia Coli Top 10 qui ont été transformées par
choc thermique et mises en culture afin d’obtenir un grand nombre d’exemplaires des plasmides

synthétisés. Les clones obtenus ont été séquencés par la compagnie GATC Biotech.

a. Levecteur pCAGGS-lzumol-RFP

Izumol exogene, exprimée a la membrane cellulaire aprés transfection (introduction d’un
géne dans la cellule pour étudier sa fonction) devait avoir la méme structure que la protéine native.
Dans nos conditions expérimentales nous travaillons a I’échelle de la cellule unique, or toutes les
cellules ayant subi le méme protocole de transfection transitoire n’expriment pas forcément la

protéine voulue. Une solution pour reconnaitre les cellules portant lzumo1 était d'immuno-marquer
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la protéine. Cependant, le risque de bloquer avec les anticorps la fonction d’lzumo ou d’induire des
interactions non voulues nous a conduit a écarter cette possibilité. La solution que nous avons
adoptée a consisté a placer une étiquette fluorescente. La difficulté était de pouvoir placer cette

étiquette de maniére a ce qu’elle ne géne pas une fonction de la protéine.

Nous avons donc opté pour un vecteur d’expression bicistronique qui induit I’expression de
la protéine d’intérét ainsi qu’une protéine fluorescente qui fait office de senseur et nous permet de
sélectionner les cellules exprimant la protéine exogene 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 lzumol « sauvage » murine entiére a été obtenue par
mutagénese dirigée (le protocole est détaillé en annexe 5) a partir de la séquence sans le codon stop
(acides aminés 1 — 396) synthétisée par Eurogentec en utilisant les amorces décrites dans I’Annexe 5.
Les produits PCR ont ensuite été sous-clonés dans les sites Nhel et Xhol de pCAGGS-RFP. Le
plasmide obtenu a été appelé pCAGGS-lzumo1-RFP et a permis I'expression de la protéine exogéne
Izumol de la souris a la membrane cellulaire et de la protéine fluorescente RFP (Red Fluorescent

Protein) cytosolique (Figure 25).

N-Ter |ZUMO1-GFP C-Ter

: Insert if
nces =1 | |Nhe| | b DIC ]Xhol |
1835 bp

MCS Vecteur

Protéines exprimées

N-Ter IZUMO1 C-Ter

DEC @ oic | ( RFP |

Figure 25 : La séquence codant pour Izumol exogeéene est obtenue par mutagénese dirigée a partir de la
séquence Q9D9J7 (1IZUM1_MOUSE) sans le codon stop acides aminés 1 — 396 et sous clonée dans les sites
Nhel et Xhol de pCAGGS-RFP. Le vecteur d’expression obtenu pCAGGS-lzumol1-RFP permet d’exprimer la
protéine Izumol exogéene a la membrane cellulaire et la protéine RFP dans le cytosol sous contréle du

méme promoteur.
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b. Le vecteur plzumol-EGFP

Nous avons voulu pouvoir visualiser lzumol a la membrane de la cellule au moment du
contact avec I'ovocyte (Satouh et al. 2012), nous avons généré une protéine exogene 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, nous avons fait le choix de placer I'étiquette dans la région
cytosolique (C-terminal). Nous avons choisi un vecteur d’expression qui permet de coupler une
protéine fluorescente a la position requise : pEGFP-N1 (Clontech). Celui-ci a donné les mémes

rendements de transfection que le plasmide pCAGGS-RFP avec le méme agent de transfection.

La méme séquence codant pour la protéine lzumol sauvage murine sans le codon stop
(acides aminés 1 — 396) a été sous clonée dans les sites Nhel et Xhol de pEGFP-N1 (Annexe 5). Le
plasmide obtenu permet I'expression de la protéine exogéne lzumol-EGFP, protéine lzumol murine

portant une étiquette EGFP dans sa partie cytosolique, il a été appelé plzumol-EGFP (Figure 26).

=N oS
/7 N Avsl
e = N-Ter IZUMO1-GFP ..

EGFP| proe Insert J.
vecrmlgt‘:’:ruecm ] l | Nhel [ DEC DIC ] Xhol l
":\ \., ) / o )
s |
AN = Hincl

Hod MCS Vecteur

Protéine exprimée

N-Ter  jzumol-Gep  C-Ter

[ Dbec m oic | EGFP

Figure 26 : La séquence codant pour Izumo1Q9D9J7 (IZUM1_MOUSE) sans le codon stop acides aminés 1 — 396
et sous clonée dans les sites Nhel et Xhol de pEGFP-N1. Le vecteur d’expression obtenu plzumol-EGFP permet

d’exprimer la protéine Izumo1-EGFP a 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 en annexe 3. Seules les cellules de la lignée Thpl, n’a pas répondu a ce protocole, le rendement
de transfection était inférieur a 1%. Celui-ci était aux alentours de 5% pour les cellules des lignées
K562 et MDA et supérieur a 50% pour les cellules U20S. Nous avons décidé de travailler avec les
cellules de la lignée K562 car les plus faciles a manipuler et d’utiliser les lignées MDA et U20S pour

effectuer les expériences témoin.
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3. Validité du modeéle

a. Lavalidation du protocole d’Immuno-marquage

Aprées transfection, pour s’assurer de la présence d’lzumol a la surface de la membrane des
cellules transfectées, nous avons procédé a I'immuno-marquage des cellules par un anticorps Anti-
Izumol monoclonal dirigé contre la partie extracellulaire de la protéine puis par un secondaire

fluorescent couplé. L’analyse a été faite par imagerie confocale (microscope Leica SP5 Il).

Afin de valider le protocole d’'immuno-marquage, nous I'avons testé sur les spermatozoides
ou se trouve la protéine native. Pour cela, nous avons incubé des spermatozoides de la lignée Acr-
EGFP (décrits dans la deuxieme partie chapitre 1 section a.ii). Les spermatozoides de cette lignée ont
une acrosine portant une étiquette EGFP permettant de discriminer en fluorescence les
spermatozoides acrosome réagis des autres. Les spermatozoides sont incubés une heure en présence
de I'anticorps anti-lzumol monoclonal (1/200) PBS 1x avec BSA a 1% a 37°C puis 30 minutes avec le

secondaire couplé a la Rhodamine (1/50).

Comme attendu, nos résultats montrent que tous les spermatozoides acrosome réagis
expriment lzumo1l a la membrane et pas les autres (Figure 27 A). lzumo1 est exprimée au niveau de
la région antérieure de la téte du spermatozoide et au niveau de la région équatoriale (Figure 27 B et
C).

Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par I'équipe d’Okabe (Inoue et al. 2005;

Satouh et al. 2012) et valident notre protocole de marquage.

Figure 27 : A/ Spermatozoides marqués par Anti-lzumo
\ A monoclonal primaire et Goat anti-rat secondaire
.

Rhodamine. Les spermatozoides Acr-EGFP non acrosome

&

— réagis ont I'acrosome vert. lzumol est révélé par
o
- I'immunomarquage sur les spermatozoides acrosome
o .
4 . . . A .
b e réagis, il apparait en rouge. Seuls les spermatozoides

ayant fait leur réaction acrosomique sont marqués par
I'anti-lzumol.  Microscope confocal Leica. B/
Spermatozoide marqué par I’Anti-lzumo révélé par un
secondaire anti-rat Rhodamine, Izumo1 apparait en rouge

au niveau de la région acrosomale. C/Spermatozoide

Acrosine-EGFP n’ayant pas fait sa réaction acrosomique,

I’acrosome apparait en vert.
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b. L’absence de la protéine native

Afin de s’assurer que la protéine native n’est pas présente a la membrane des cellules a I'aide
desquelles nous avons mis au point notre modele, les cellules de la lignée K562 ont été soumises au
méme protocole d'immuno-marquage décrit précédemment. L'immuno-marquage négatif assurent

que les cellules des 3 lignées sélectionnées n’expriment pas la protéine native.

c. Vérification de I'expression des protéines exogénes

i.  L’expression d’Izumo1 exogéne par le vecteur pCAGGS-Izumo1-RFP
Les cellules K562 sont transfectées et cultivées dans le RPMI, leur milieu habituel, comme

eme

décrit dans la 2™ partie matériel et méthodes au chapitre 2. Afin de vérifier I'expression d’lzumol a
la membrane, les cellules sont incubées une heure en présence de I'anti-lzumol monoclonal (1/200)
PBS 1x avec BSA a 1% a 37°C et révélées avec I'anticorps secondaire couplé a I’Alexa 488 (1/50). Les

acquisitions sont faites a I'aide d’un microscope confocal Leica SP5II.

Toutes les cellules exprimant la RFP, expriment également Izumol. Aucune des cellules pour
lesquelles le protocole de transfection a échoué, n’est positive a I'immuno-marquage. Des cellules
K562 transfectées avec le pCAGGS-RFP seul et des cellules K562 ont également été testées a la
recherche de faux positifs. Il n’y a pas de couplage non spécifique des cellules K562 non transfectées
ou transfectées par le vecteur vide ni avec I'anticorps monoclonal anti-lzumo1l que nous avons utilisé,

ni avec I'anticorps fluorescent secondaire.

Les clones transitoires que nous avons donc obtenus expriment bien Izumol a leur

membrane (Figure 28). Nous avons appelé ces cellules K562-1zumo1-RFP.

Figure 28: Cellule K562-1zumol-RFP, anti-lzumo
monclonal, goat anti-rat Alexa488. Imagerie
confocale, microscope Leica.

A/ La protéine révélée par I'anticorps est bien
membranaire.

B/ La RFP apparait dans le cytoplasme.

C/ Image en transmission.

D/ La protéine exogene est révélée a la membrane et

la RFP apparait dans le cytosol.
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ii.  L’expression d’Izumo1-EGFP par le vecteur plzumo1-EGFP
Nous avons transfecté les cellules K562 par le plasmide plzumol1-EGFP de maniére transitoire
comme décrit précédemment. L’analyse par imagerie confocale montre que les cellules obtenues

expriment I'EGFP a la membrane mais également en intracellulaire (Figure 29).

Figure 29: Cellule K562-lzumol-EGFP. Imagerie
confocale, microscope Leica. Izumol-EGFP apparait

dans toute la cellule.

Afin de s’assurer qu’lzumol portant I'étiquette EGFP est bien adressé a la membrane, la
méme technique d’'immuno-marquage utilisée pour les cellules K562-lzumo1-RFP a été appliquée. Le
secondaire utilisé était un anticorps couplé a la Rhodamine. Ces cellules expriment bien la protéine
d’intérét a la membrane (Figure 30). Les cellules controles : cellules transfectées par le vecteur vide
et les cellules ayant subi le protocole de transfection mais qui n’expriment pas la protéine, sont

négatives. Nous avons appelé ces clones transitoires K562-lzumo1-EGFP.

Figure 30: Cellule K562-1zumo1-EGFP. Imagerie
confocale.

A/ La cellule exprimant la protéine Izumo1-EGFP.
B /La protéine révélée par I'anti-lzumo1
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 modeéle cellulaire pour

lequel nous avons opté d’exprimer la protéine Izumo1l correctement a la membrane.
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d. La quantification Cellule/ spermatozoides par imagerie confocale

Afin de pouvoir comparer d’un point de vue qualitatif une éventuelle fonction de la protéine
exogene, les densités d’expression membranaire du modele cellulaire que nous avons généré et du

spermatozoide ont été comparées.

Pour cela, nous avons appliqué le méme protocole d’immuno-marquage a 20 cellules K562-
Izumol1-RFP et 20 spermatozoides (voir paragraphe b de cette méme section). Les cellules ont été
fixées au Paraformaldehyde a 4% (PFA) aprés immuno-marquage pour éviter la perméabilisation des
cellules et de révéler la protéine intracellulaire. L'observation a été faite au microscope confocal
Leica SP5 Il dans les mémes conditions de puissance d'excitation laser, de détection par les tubes

photo-multiplicateurs (PMT) et d'ouverture du pinhole.

Dans un premier temps nous avons déterminé I'ouverture du pinhole minimale pour étre en
épifluorescence. Nous avons effectué des acquisitions a différentes ouvertures jusqu’a I'obtention
d’un plateau qui indique que nous avons le maximum de fluorescence émise par toute la cellule.
Ensuite nous avons déterminé la hauteur a laquelle il fallait faire les acquisitions. Pour cela nous
avons fait des tranches (succession d’acquisitions a différentes hauteurs) pour les cellules puis
effectué les réglages de gains des photomultiplicateurs afin qu’il n'y ait pas de saturation de
fluorescence. Nous atteignons I’épifluorescence pour une ouverture de pinhole a 300 um objectif
10x.

L'analyse des images a été faite au moyen du logiciel Image J. Pour chaque cellule et
spermatozoide lintensité de florescence totale a été déterminée en circonscrivant la zone
fluorescente et moyennée par unité de surface.

Les histogrammes de densité de fluorescence des cellules K562 exprimant lzumol et des
spermatozoides montrent des niveaux de densité de fluorescence légérement plus élevés pour les
spermatozoides que pour les cellules K562 exprimant la protéine exogéne (Figure 31).

Par conséquent si lzumo1l est capable de créer des liens entre les K562 et les ovocytes, il
semble raisonnable de penser qu’une densité de liens au moins aussi grande pourra étre créée entre

les spermatozoides et les ovocytes.
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Figure 31: Nombre de cellules par classe de densité de fluorescence. En rouge les cellules K562 exprimant
Izumol et en vert les spermatozoides. Les K562-1zumol-RFP expriment des densités de fluorescence
légérement inférieures a celles exprimées par les spermatozoides, mais I’ordre de grandeur est comparable.

A/ Cellules K562-1zumo1-RFP. B/ Spermatozoide.
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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 concue 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 systéeme
hydraulique permet de controler la pression dans les micropipettes et donc l'aspiration appliquée
aux cellules. Les deux cellules sont mises en vis a vis, translatées puis mises en contact grace a des
micromanipulateurs qui permettent de controler leur déplacement dans les trois dimensions de

I’espace (Figure 32).

Pipette en P
aspiration

Pipette en
aspiration

ovocyte 60 —
80 pm

Figure 32 : Schéma décrivant le principe du DPA. L’ovocyte et la cellule sont maintenus par deux micropipettes

toutes deux reliées a un systéme de réservoirs qui permet de contréler I’aspiration exercée sur les cellules.

La figure 33 illustre le principe et le déroulement d’une mesure : Nous appellerons pipette A
la pipette qui maintient 'ovocyte et pipette B celle qui maintient la cellule. Les deux cellules sont
maintenues en aspiration et se font face sur le méme axe transrationnel. La force d’aspiration dans la
pipette A est forte pour maintenir I'ovocyte, I'aspiration dans la pipette B est incrémentée par paliers
(Figure 33). A chaque palier les pipettes sont translatées et écartées, si les deux cellules restent en
contact, I'aspiration dans la pipette est augmentée et ceci jusqu’a la séparation des deux cellules. Si
la pression dans la pipette B produit une aspiration inférieure a la force nécessaire pour dissocier les

deux cellules, les cellules restent en contact et I'aspiration est augmentée. Au bout du niéme
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incrément, I'aspiration dans la pipette B devient supérieure a la force de dissociation, les cellules se

détachent. La force de séparation des deux cellules est alors estimée par la relation suivante :

F=(AP, 1+ AP, )mr 2/2

. Pn-1 est la pression dans la pipette Ban-1
. Pn est la pression dans la pipette Ba n
. r est le rayon intérieur de la pipette B

2

ovocyte

Asplratlon\ Aspiration
-

Aspiration. . \ Aspiration

cellule

Aspiration

Aspiration

Figure 33: Mesure de force par micromanipulation de cellules : la mesure consiste en la répétition d’un cycle
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 faisant face, dans notre cas l'ovocyte et la cellule (1). Les deux cellules sont mises en contact (2).
L’ovocyte est maintenu fortement aspiré par la pipette A. Au cycle (n-1), I'aspiration dans 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
rapprochée et I'aspiration dans la pipette B est maintenant Pn. L’écartement de la pipette B conduit a la
séparation du doublet de cellules. Les deux derniers cycles décrits permettent d’obtenir la force de

séparation.
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2. Le systéme expérimental
La chambre expérimentale est une boite de Pétri, dans laquelle sont déposées plusieurs
gouttes de milieu M2 a 3% de BSA. Les ovocytes sont déposés dans une goutte de 30 pl par trois ou

quatre. Les cellules sont déposées dans une goutte en vis-a-vis de celles des ovocytes.

L'expérience se déroule a 37°C sous huile Medicult. Les micropipettes sont disposées de
maniére a ce que la micropipette de contention fasse face a la micropipette de la cellule. L’aspiration
est contrblée grace a un systeme hydraulique continu reliant les micropipettes a des réservoirs a eau.
L'aspiration exercée par les micropipettes sur les cellules est fixée manuellement en modifiant la
pression dans les réservoirs a eau. Avant chaque expérience, I'aspiration dans le systéme est vérifiée

pour ne pas introduire de biais de mesure.

Les cellules et les ovocytes sont mis dans deux gouttes séparées. Les cellules sont
sélectionnées sous contréle de la fluorescence au moment de |'expérience. Elles sont ensuite
translatées dans la goutte de I'ovocyte a I'aide de la pipette de contention. Elles sont maintenues
sous aspiration controlée et mises en contact avec I'ovocyte pendant un temps déterminé puis
séparées (Figure 34). Ce dispositif est installé sur deux microscopes : un microscope optique inversé
Leica DM-IRB disposant d’objectifs 10x et 63x et un microscope confocal Leica SP5 Il (Leica) disposant
d’objectifs 10x, 63x et 40x a immersion. Le microscope confocal Leica SP5 Il est contrélé par le logiciel

LAS AF Lite (Leica Microsystems).

. Figure 34 : Schéma décrivant le
Milieu Huile ] 2 g
- dispositif expérimental.
. \ l]ipette de contentio

‘ 1 et 3/ Les ovocytes et les cellules
’Cellu k. Pipette Celldle oy 7 sont disposés dans deux gouttes de

' - milieu séparées sous huile a 37°C.

|

Ovocyte

&
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2 ET 3/ La cellule est transférée de
la goutte des cellules vers la goutte
des ovocytes a l'aide de la pipette
de contention.

4/ Les deux micropipettes se font
face et sont translatées au moyen

de micromanipulateurs.



Chapitre 3 / Résultats de I'approche cellulaire

L’étude de I’éventuelle interaction médiée par Izumol entre la cellule exprimant la protéine
exogene et I'ovocyte a été abordée par deux méthodes expérimentales. Nous présenterons dans la
premiére partie de ce chapitre les expériences d’incubation des cellules K562 exprimant les protéines
exogenes 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
force par micromanipulation de cellules couplée a I'imagerie confocale. Les propriétés révélées par

cette approche seront discutés dans une troisieme partie.

1. lzumol induit une adhésion spontanée avec I'ovocyte
Nous avons voulu déterminer dans un premier temps si les cellules exprimant lzumol
pouvaient développer une adhésion spontanée avec I'ovocyte. Des cellules K562 exprimant Izumol
exogene et exprimant Izumol-EGFP ont été triées par cytométrie et incubées avec des ovocytes
(2 000 cellules par ovocyte) pendant une heure a 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 exogénes restent
attachées a I'ovocyte apreés trois ringages. Cela concerne aussi bien les cellules qui expriment Izumo1l
que celles qui expriment Izumo1-EGFP. Le taux d’adhésion moyen est de 19 cellules par ovocyte pour
les cellules K562-1zumo1-RFP et 20 cellules par ovocyte pour les cellules K562-zumo1-EGFP (Figure
35). Cette adhésion est trés stable dans le temps, méme apres plusieurs heures les cellules
demeurent collées. Nous avons également pu observer un rehaussement de l'intensité de I'EGFP
dans la zone de contact indiquant un recrutement probable de la protéine (Figure 35 C). Ces résultats
sont complétés par des tests d’incubation de contréle : les cellules K562 non transfectées ayant été
incubées avec les ovocytes provenant des mémes souris dans les mémes conditions. Aucune
adhésion n’est observée entre les cellules du groupe controle et les ovocytes et ce méme avant tout

ringage.
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Figure 35: Ovocytes incubés avec des
cellules K562 exprimant les protéines
exogeénes. Imagerie Confocale (Leica SP5
).

A et B: Cellules K562-1zumol-RFP
adhérant a un ovocyte, A image en
fluorescence B en transmission ; toutes
les cellules qui adhérent expriment la RFP
et donc expriment Izumo1l exogene.

C et D: cellules K562-1zumol-EGFP, C
image en  fluorescence B en
transmission;  toutes les  cellules
adhérant a l'ovocyte expriment lzumol-
EGFP, une intensification de Ila
fluorescence est visible au niveau de

I'aire de contact indiquant une

densification de la protéine.

lzumol induit bien une adhésion spontanée avec I’ovocyte, celle-ci est stable car on ne la
voit pas se défaire dans le temps. Les mémes résultats étant observés avec les cellules K562-
Izumo1-RFP et les K562-1zumo1-EGFP, il semble que la partie cytosolique de la protéine exogéne

Izumo1-EGFP n’interfére pas avec cette adhésion.

2. Etude de I'adhésion induite par Izumo1 par la technique de mesure de force

par micromanipulation de cellules couplée a I'imagerie confocale

a. lzumol 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
intéressante pour notre modele d’étude car elle permet de quantifier I'adhésion induite par la
protéine exogene entre les cellules qui I'expriment et I'ovocyte a I'échelle de la cellule unique dans
des conditions mimant les conditions physiologiques ou un seul spermatozoide est en contact avec
I’ovocyte. Nous pouvons controler le temps de contact ainsi que la zone de contact et tester ainsi
différentes régions de la membrane de I'ovocyte. Cette technique a toutefois I'inconvénient d’induire

un contact initial par une force non controlée.
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Lors de cette expérience les cellules K562-1zumo1-RFP ont été testées par cette technique.

Elles ont été mises en contact 1 min avec |'ovocyte puis séparées. Les observations ont été faites

sous microscope Leica inversé muni d’'une lampe a fluorescence et d’'une caméra CCD sous objectif

63x (Figure 36). Nos résultats montrent que :

1.

100% des doublets cellules K562-1zumo1-RFP exprimant la protéine exogene lzumol/ovocytes
testés adherent.

Cette adhésion est forte car elle entraine une déformation importante de la cellule et de
I'ovocyte lorsqu’on essaie de les séparer (Figure 36). La force de dissociation moyenne est
estimée 4,24 +/- 2,6 nN.

Lors de la séparation, I'aire de contact diminue et se rétrécit en partant des extrémités vers le
centre faisant penser a 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 I'ovocyte et la cellule K562-lzumol1-RFP
(Figure 36B).

Nous n’avons pas observé d’adhésion dans le groupe contréle constitué par les cellules K562
transfectées par le plasmide vide et les ovocytes provenant des mémes souris et ce méme aprées

5min de temps de contact.

VWV oON—-

.’h\/’, ’ £ . \ '
ovocyte y. K562-1zumo1 : /,/ / :

ovecyte /  K562-izumo1

10pm / R /
ﬁ'

Figure 36 : Mesure de force par micromanipulation. Doublet cellule K562-1zumol-RFP/Ovocyte. Le taux
d’adhésion est de 100% et la force de dissociation moyenne de 4,24 +/- 2,6 nN.

A/ Séparation & une minute de contact : la force d’aspiration ne permet pas de séparer les deux cellules,
celles-ci adhérent fortement et se déforment.

B/ La force d’aspiration a été incrémentée dans la pipette de la cellule; les deux cellules se détachent mais

un lien membranaire semble persister.
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Les résultats des expériences d’incubation ont montré que les cellules exprimant la protéine
Izumol-EGFP adhérent également a I'ovocyte. Izumol-EGFP semble se densifier au niveau de la zone

de contact.

Nous avons testé les doublets cellules K562-1zumol-EGFP/ovocytes par la technique de
mesure de force par micromanipulation que nous avons couplée a I'imagerie confocale. Nous avons
appliqgué la méme procédure expérimentale que décrite pour les cellules K562-zumol1-RFP. Les
observations ont été faites sous microscope confocal Leica SP5 Il. L'objectif de ces expériences était
de visualiser I'aire de contact au moment de I'adhésion et au moment de la séparation afin d’évaluer
I’énergie d’adhésion mise en jeu, de suivre la dynamique de recrutement et de voir si ce recrutement

était d’origine membranaire d(i a des propriétés de diffusion de la protéine.

Nos résultats ont en partie confirmé ceux obtenus par les expériences d’incubation : les
cellules K562-lzumo1-EGFP adhérent fortement a I'ovocyte et entrainent une forte déformation de
I'ovocyte et de la cellule. Nous avons également observé une intensification de la fluorescence au
niveau de la zone de contact augmentant avec le temps indiquant un recrutement d’lzumo1-EGFP au
niveau de cette région (Figure 37 A et B). En revanche lors des essais de détachement, en
incrémentant I'aspiration et en essayant d’éloigner les cellules, nous avons observé que la partie de
la membrane cellulaire exprimant Izumo1-EGFP reste attachée a I'ovocyte, |'aire de contact n’est en
fait pas diminuée comme le suggérent trompeusement les observations sans fluorescence et il n'y a
pas d’effet de pelage car les membranes ne sont pas dissociées (Figure 37 B). En exer¢ant une forte
traction, un filament de la membrane cellulaire est étiré et reste attaché a I'ovocyte (Figure37 B et C).
Ce filament a pu étre observé en fluorescence. Si on éloigne encore plus les cellules, le filament se
rompt. Aprés séparation, un patch de fluorescence demeure donc au niveau de la membrane
ovocytaire (Figure 37 C). Il est donc en réalité impossible d’obtenir une énergie d’adhésion ou méme
une force de rupture car celle-ci est supérieure a la force nécessaire pour déformer voire rompre la
cellule. Nous pouvons juste affirmer qu’elle est supérieure a la force de 4,24 +/- 2,6 nN évaluée

précédemment.

A " K562 IZUMO1-EGFP
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Figure 37 : Cellules K562-1zumo1-EGFP adhérant a I'ovocyte apres une minute de temps de contact. Les cellules
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 K562-1zumo1-EGFP et I'ovocyte.
B/ Détachement :
1) les cellules sont en contact, nous observons le recrutement de la protéine au niveau de la zone
d’adhésion.
2) Début de séparation : 'ovocyte et la cellule se déforment fortement mais la zone de contact est la
méme.
3) L’aspiration est incrémentée dans la micropipette de la cellule, la zone de contact est déformée mais
n’est pas modifiée.
4) La cellule est fortement aspirée et séparée : la zone de contact resté collée sur I'ovocyte.
C/ Aprés le détachement un filament de membrane est étiré. a / La zone de contact n’est pas modifiée. b/ La

membrane de la cellule est restée collée a I'ovocyte apres rupture du filament.
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Izumol induit une adhésion forte que nous n’avons pas pu quantifier. Nos résultats nous
permettent d’affirmer que dans nos conditions expérimentales la force nécessaire pour séparer la
cellule exprimant Izumol exogéne et I'ovocyte est supérieure a celle nécessaire pour rompre
I'intégrité de la membrane de la cellule. L’aire de contact ne diminue pas lors de la séparation des

cellules.

b. Cinétique de recrutement et cinétique de fluorescence

Nos résultats montrent qu’lzumol est recrutée au niveau de la zone de contact. Afin de
suivre ce recrutement nous avons suivi par microscopie confocale la cinétique de la fluorescence de
la protéine Izumol-EGFP. Les cellules K562-lzumo1-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'évolution de l'aire de contact a été obtenue en analysant [|’évolution de zone
d’enrichissement totale en fonction du temps. L'aire effective d’enrichissement dans la zone de
contact augmente jusqu’a attendre un plateau correspondant a I'aire de contact totale au bout de 5
min environ. La taille de I'aire de contact donc de la surface maximum enrichie en Izumo1l dépend

des capacités de déformation de la cellule, limitées par la présence de son cytosquelette (Figure 38

A).
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L’évolution du recrutement de la protéine a été déduite de I'analyse de l'intensité totale de
fluorescence au niveau de la zone de contact en fonction du temps. Pour chaque temps, des

acquisitions par tranche verticale de 1 a 2 um ont été faites afin de couvrir toute la hauteur de la
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zone de contact. L'intensité de fluorescence totale a été ainsi reportée en fonction du temps et

normalisée par I'aire de contact effectivement enrichie au temps associé. Nos résultats montrent que

la zone de contact est saturée en protéine lzumo1l aprés environ 20 min de contact (Figure 38 B).
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Figure 38 B/ Le recrutement de la
protéine au niveau de la zone de
contact augmente jusqu’a la
20eme minute, la pente ralentit

ensuite pour atteindre le plateau.
30 35

En analysant I'intensité de fluorescence par section a différents temps nous avons pu suivre

la formation de cette zone de contact. Pour chaque temps, a I’équateur de la cellule, une ligne est

tracée au niveau de la zone de contact, une autre légerement décalée vers l'intérieur de la cellule.

Les profils de fluorescence sont relevées et le profil correspondant a la seconde ligne est retranché a

celui de la premiére de fagon a obtenir le profil d’enrichissement d’lzumol uniquement. Ces profils

d’enrichissement sont reportés a différents temps sur les graphiques de la figure 39 B. On note que

I’enrichissement commence par des points de nucléation et ce des les premiéres secondes aprés

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 recrutement d’lzumol au niveau de la zone de contact se fait par des points de nucléation.

A/ Section d’une cellule K562-1zumo1-EGFP : dés les premiéres secondes Izumol commence a étre recruté

au niveau de la zone de contact. Les points de nucléations sont indiqués par des fleches. A la 4éme minute

la zone de recrutement s’est nettement densifiée. A 28 minutes toute la zone de contact est saturée en

protéine.

B/ Graphique montrant I’évolution de ces points de nucléation par section.

3. L’adhésion observée est indépendante du modéle cellulaire

lzumol est une protéine qui développe des interactions en Cis avec d’autres protéines

spermatiques (Inoue et al. 2010; Ellerman et al. 2009). Est-il possible que I'adhésion que nous avons

observée ne résulte pas directement d’une interaction en trans d’lzumo, mais de celle d’'une protéine

présente a la membrane des K562 avec laquelle Izumo1 s’associerait et qu'’il activerait ? Pour tester

cette éventualité, nous avons utilisé deux autres modeles cellulaires : les cellules MDA et les cellules

U20S (Chapitre 1 de cette partie). Nous avons appliqué le méme protocole de transfection
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transitoire que celui utilisé pour les cellules K562 et nous avons testé les cellules exprimant lzumo1-

EGFP par le méme protocole expérimental.

Nous obtenons les mémes 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
adherent a I'ovocyte. A/ Image en fluorescence :
Izumo1-EGFP est recruté au niveau de la zone de
contact. B / Cellule MDA-I1zumo1-EGFP en
transmission.

Cet D : Cellules de la lignée U20S-1zumo1-EGFP
adhérent a 'ovocyte. C/ Image en fluorescence :
Izumo1-EGFP est recrutée au niveau de la zone

de contact. D / Cellule U20S-I1zumo1-EGFP en

transmission.

Ces résultats rendent donc assez improbable une action indirecte d’lzumol. En effet une
telle éventualité nécessiterait que le partenaire en d’lzumol interagissant en trans avec I'ovocyte
soit non seulement présent sur les 3 types cellulaires testés, mais également inactif tant qu’il

n’interagit pas avec lzumol puisque les cellules n’adhérent pas aux ovocytes avant transfection.

Conclusion et discussion des résultats obtenus par I'approche cellulaire

Le modele que nous avons mis au point nous a permis de montrer qu’lzumol développe une
adhésion avec I'ovocyte. En effet, nos résultats indiquent qu’lzumol joue un role des |'étape
d’adhésion et ce en interagissant elle-méme avec un ou plusieurs partenaires de la membrane de
I’ovocyte. Cette interaction en Trans n’exclut pas une interaction avec des molécules partenaires de
la membrane spermatique qui seraient elles-mémes impliquées dans les étapes d’adhésion 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-incubation nous avons montré qu’un ovocyte se liait en moyenne a une vingtaine de cellules
exprimant la protéine recombinante, la molécule partenaire est donc présente au niveau de toute la
membrane de l'ovocyte (a I'exception de la zone amicrovillaire). Les analyses en fluorescence ont
montré qu’lzumol était recruté dés les premiéres secondes et pouvait continuer a I'étre pendant 20
minutes avant d’atteindre la saturation de la zone de contact. Sachant que notre modéle cellulaire
exprime la protéine exogene dans des concentrations légerement inférieures a celles de la protéine
native exprimée par le spermatozoide, nous pouvons avancer I'hypothése que ce partenaire est
exprimé en quantité suffisamment concentrée pour fixer trés rapidement de maniere forte le

spermatozoide deés les premiéres secondes de contact.

Ce recrutement au niveau de la zone de contact que nous avons observé prouve qu’lzumol
est une protéine membranaire mobile qui relocalise. Cette particularité a été montrée par I'équipe
d’Okabe (Satouh et al. 2012). Izumo1l relocalise pour couvrir la téte du spermatozoide et plus
particulierement la zone équatoriale. La zone équatoriale est la région ou il a été montré que la
fusion avait lieu. Les protéines impliquées dans les processus d’adhésion et de fusion vont se
concentrer au niveau de cette région au moment de la rencontre des deux gametes. Ainsi lzumo1 est
au bon endroit, en quantité importante au moment de la rencontre des gametes. Au vu de I'adhésion

obtenue, Izumo1 doit donc étre capable de faire adhérer fortement le spermatozoide a I'ovocyte.

Ces arguments nous permettent d’avancer I’hypothése qu’lzumol est une protéine
impliquée directement dans I'étape d’adhésion avec un partenaire largement exprimé au niveau de
la membrane de I'ovocyte et développe ainsi une adhésion forte qui permet la stabilisation du
spermatozoide et entamer le processus de fusion. Il n’est pas exclu qu’elle interagisse également
avec des protéines partenaires de la membrane spermatique qui seraient elles-mémes impliquées

dans I’adhésion, la fusion voire les deux.
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4éme Partie / L’approche moléculaire par la protéine recombinante

Grace a notre modeéle cellulaire, nous avons montré qu’lzumol confére aux cellules qui

I’expriment la capacité d’adhérer aux ovocytes.

Nous avons souhaité sonder I'interaction directe entre Izumo1l et la membrane de I'ovocyte,
en isolant Izumol de tout contexte cellulaire. L'idée de I'expérience était de remplacer la membrane
cellulaire par des billes de verres fonctionnalisées avec lzumol et caractériser a I'échelle du lien
unique, la liaison qu’une molécule d’lzumo1l est capable d’établir avec une molécule ou un complexe

moléculaire de la membrane ovocytaire.

Cette partie sera divisée en 3 chapitres. Le premier sera consacré a la molécule
recombinante élaborée pour cette étude, de sa conception jusqu’a la fonctionnalisation des billes de
verre. Le second chapitre présentera le Biomembrane Force Probe (BFP), technique expérimentale
utilisée pour sonder l'interaction entre Izumol et l'ovocyte a I'échelle du lien unique. Quant au

troisieme chapitre, il exposera les expériences et les résultats obtenus.
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Chapitre 1 / Le domaine extracellulaire d’lzumo1

1. Conception de la protéine recombinante

Comme nous l'avons vu au chapitre 3 de la 1lére partie, Izumol est une protéine
transmembranaire constituée d’un domaine extracellulaire immunoglobuline, d’'un domaine
transmembranaire (Izumol traverse 1 seule fois la membrane) et d’une courte queue cytosolique. La
protéine globale est insoluble mais son domaine extracellulaire, qui est la partie susceptible de
donner lieu a une interaction en trans avec l'ovocyte, lui est soluble. Dans la perspective d’'une
fonctionnalisation de billes telle que nous I'envisageons, la solubilité de la protéine est un parametre
important. C’est pourquoi en vue de mener cette partie de I'étude, il a été décidé de produire le

domaine extracellulaire d’lzumo1l plutot que la protéine dans sa globalité.

Afin d’obtenir le domaine extracellulaire recombinant d’lzumo1 le plus proche de celui de la
protéine native, un systéme eucaryote (lignée cellulaire HEK 293F) permettant de maintenir les
modifications post-traductionnelles a été choisi pour assurer la production de la molécule. L'utilité
des modifications post-traductionnelles dans la fonction de la protéine a été soulignée dans la 1lére

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 pourquoi 3 étiquettes ont été intégrées a la partie C-terminal du domaine
extracellulaire d’lzumol: une étiquette histidine pour la purification, une étiquette myc pour
I'immuno-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
extracellulaire d’lzumol a produire et que nous appellerons par la suite I'ECD-1z1 est représenté

figure 41.
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Figure 41 : Schéma de ’ECD-Iz1. La construction
de I'ECD-I1zumo1-Tg (His-myc-Bad) comprend le
domaine extracellulaire de 1-320 acides aminés

avec trois étiquettes: [histidine permet la

purification de la protéine, l'étiquette myc

Biotinylation I'immuno-marquage et [’étiquette Bad la

Immuno-
marquage Par systéeme Bir A

Purification
biotinylation.

a. Production

Le domaine extracellulaire recombinant ECD-Iz1 a été généré a partir de I'lzumol sauvage
murin (séquence d’acides aminés de 1 a 320. Annexe 1). La construction de la séquence a été faite
au laboratoire de l'unité mixte INSERM U602 “Réponses Cellulaires au Microenvironnement et
Cancer” de I'hopital Paul Brousse a Villejuif, par Virginie Barraud-Lange alors post-doctorante dans
I’équipe et Claude Boucheix. ECD-1z1 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
293F, maintenue en culture au laboratoire de l'unité mixte INSERM U602. La protéine ECD-Iz1
recombinante est excrétée dans le surnageant. Sa présence y a été vérifiée par western-blot apres
électrophorése en gel de polyacrylamide contenant du laurylsulfate de sodium (SDS-PAGE) au moyen

d’un anticorps anti-lzumo1 polyclonal.

b. Purification

Dans ce paragraphe, je décris le protocole que j'ai suivi pour purifier les molécules que jai
ensuite utilisées pour 'ensemble des expériences que je présenterai au chapitre 3 de cette 4°™
partie. Cette purification de 'ECD-Iz1 correspond a la 7éme réalisée a Villejuif (notée P7VII dans la
suite) et provient d’une culture cellulaire du mois de mars 2011. Pour des raisons que j'expliquerai
plus loin, il s’agit de la premiére purification avec laquelle il a été possible d’obtenir des

fonctionnalisations de billes contrélées 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 a diluer les cellules avec du milieu nutritif

renouvelé et a éliminer les cellules mortes), le surnageant est filtré afin d’éliminer les protéines de
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grande tailles et les débris cellulaires (Filtres 0,45um). La protéine est récupérée au moyen d’une
colonne Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic acid) (QlAexpress System, Qiagen, France) puis éluée par une
solution d'Imidazole (250mM) dans du PBS. La quantité de protéines obtenue est évaluée par
migration sur gel d’électrophorese avec révélation au Bleu de Coomassie et comparée avec une
gamme de BSA. La concentration a été évaluée a environ 250ug/mL. La protéine est ensuite dialysée
contre un tampon Tris-Hcl 10mM pH7.7 en agitation douce au moyen de membranes de dialyse
(Spectra/Por) afin d’éliminer les sels des tampons. La quantité de protéine a également été dosée par
une méthode indépendante : le NanoDrop spectrophotometre (Thermo Scientific). La valeur de 214

pug/mL trouvée est en bon accord la précédente estimation.

Afin de s’assurer que la protéine obtenue est bien conforme au domaine extracellulaire
d’lzumol souhaité, la protéine purifiée a été révélée sur gel SDS-PAGE par I'anti-lzumol monoclonal.

L'ECD-Iz1 est bien reconnu par I'anticorps (Figure 42).

Figure 42 : La purification P7VII, révélée par I’anticorps
anti-lzumol sur gel SDS-PAGE : ECD-Iz1 est reconnu

par I'anticorps anti-lzumol.

c. Biotinylation

Nous avons vu que pour les besoins de I'expérience, la protéine recombinante ECD-1z1 devait
étre 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 exces
d’enzyme est mis en présence de I'ECD-1z1 en vue d’obtenir le meilleur rendement possible.
L’enzyme BirA va permettre le couplage de la biotine a 'ECD-Iz1. La liaison se fait par I'étiquette Bad
et ne modifie pas la séquence de la protéine. Le mélange est incubé 7 heures a 37°C au bain marie. La
protéine est ensuite dialysée contre du PBS 1x afin d’éliminer entierement I'enzyme BirA et les sels
présents dans les tampons. La vérification de la biotinylation se fait par révélation a la strepatividine

couplée a I’Alexa-Fluor700 (Invitrogen, France).

L'ECD-Iz1 recombinant couplé a la biotine est révélé sur gel en présence d’une protéine

contrdle, dans notre cas nous avons utilisé I'ECD-Iz1 provenant d’une purification précédente (Figure

43).
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Figure 43: [I'ECD-1z1 biotinylé

. x révélé par Straptavidine (Alexa
—_ 55kD o
- i Fluor 700 Streptavidin). La
-— p )
= R protéine contrdle est une protéine

connue portant la biotine, ici c’est

Protéine testée Protéine controle ECD-Iz1 de la purification

précédente.

Afin d’évaluer le rendement de la biotinylation par le systeme BirA, nous avons fait migrer
sur gel SDS-PAGE une solution mixte de strepatavidine et de ECD-Iz1 biotinylé. Les données montrent

que moins de 3% d’ECD-Iz1 ne sont pas biotinylés. Le rendement est donc excellent.

Nous avons pu également déterminer le nombre de molécules 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 a la portion de 3% de la protéine recombinante non
biotinylée. Les deux autres indiquent que la strepatvidine fixée une a deux molécules d’ECD-Iz1

biotinylé a la fois (Figure 44).

ECD-lzumo1
+strepla strepla ECD-Lzumot

150k
100kD

5 . Figure 44: Solution strepatvidine + ECD-Iz1

-
biotinylé sur gel SDS-PAGE: une tres faible
m proportion de la protéine recombinante n'est pas

biotinylée. La streptavidine se lie a deux protéines

ECD-1zumo1 non biotinylé . s .
recombinantes de préférence. Nous avons ainsi

obtenu le domaine extracellulaire d’lzumol murin

utilisable seul ou couplé a 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 étre collées a des globules rouges. Ce « collage » se fait grace a 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 um de diametre. Pour cela, nous avons utilisé les procédures d’Evan Evans

décrites en annexe 6.

La fonctionnalisation des billes streptavidine par ECD-1z1 est une étape importante dans la
mise en place du dispositif expérimental. En effet, la population de billes doit étre la plus homogéne
possible pour ne pas introduire de biais dans I'analyse des résultats, le risque étant de mélanger des
billes de concentrations trés hétérogénes. L'accrochage d’ECD-l1z1 se fait grace a son extrémité
biotinylée qui se fixe a la streptavidine de la bille (Figure 45 A). La concentration d’ECD-Iz1 sur les
billes ne doit pas étre trop élevée afin de laisser des sites streptavidine libres pour I'accrochage des
billes sur les globules rouges, mais également pour favoriser la formation de lien uniques entre la
bille et 'ovocyte. Afin de contrbler au mieux cette fonctionnalisation, un méme nombre de billes a
été incubées dans des solutions d’ECD-Iz1 de concentration variant de 29nM a 460 nM. Les ECD-lz1
des billes fonctionnalisées ont ensuite été marqués par une sonde fluorescente permettant leur

guantification par cytométrie de flux (Figure 45 B).

A

Bead

R W W e <

o ‘ streptavidine
B % GAM
Anti-Myc 0 Biotine

Glass
Bead Anti-Myc

% Goat Anti-Mouse

Figure 45: A / Schéma représentant I'ECD-Iz1 fixé a la bille de verre. ECD-Iz1 biotinylé fixe une streptavidine elle-
méme accrochée a la bille de verre (3um) biotinylée. B/ Schéma représentant I'immuno-marquage del’ECD-Iz1
fixé a la bille de verre tel qu'analysé par le cytomeétre. L’anticorps anti-Myc fixe I'étiquette Myc et est révélé par

le secondaire Goat-anti-mouse Alexa-Fluor.
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Le protocole détaillé de 'ensemble de cette procédure est donné ci-dessous :

a. Lafonctionnalisation des billes

5 pl d’une solution de billes (3um diametre), streptavidinées a la concentration de 70.10°
billes/ul sont incubés dans la solution d’ECD-Iz1 de concentration choisie (29nM, 59nM, 115nM,
230nM, 460nM) pendant 30min a 4°C sous agitation circulaire lente. Les billes sont ensuite rincées
trois fois avec 1ml de PBS 1x contenant de la BSA a 1/1000 (centrifugation a 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 100ul de solution
d’anti-Myc dilué au 1/100éme dans du PBS 1x avec BSA a 1/1000 pendant 30 min a 4°C sous agitation
circulaire lente. L'excés d’anti-Myc est éliminé par une série de trois ringages avec 1ml de PBS 1x
avec BSA a 1/1000 (4 min a 6000g). Les billes sont ensuite incubées 30 min a 4°C sur roue avec le
Goat-anti-mouse Alexa-Fluor au 1/50éme PBS 1x avec BSA a 1/1000. Apreés ringcage les protéines sont

re-suspendues pour analyse au cytométre de flux.

L’analyse des spectres de fluorescence a été tres efficace pour déterminer 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
fonctionnalisées de fagon homogéne pour une méme solution d’incubation. L’intensité de
fluorescence croit avec la concentration des solutions d’ECD-lz1. Cette augmentation
d’intensité témoigne de I'augmentation de la quantité d’ECD-Iz1 fixée aux billes. Le lot issu
de cette purification est celui avec lequel nous avons mené I'ensemble de nos expériences

BFP.

° Le second concerne la purification PVIII (Figure 46C) : les spectres de fluorescence
donnent des courbes montrant des épaulements voire des courbes a deux pics, traduisant
la présence de populations de billes trés hétérogénes pour une méme solution
d’incubation. Nous avons également noté I'absence de corrélation entre la concentration
en protéines de la solution dans laquelle nous avons fait incuber les billes et la densité de
protéines liées aux billes. Un contréle de la biotinylation des protéines issues de la

purification PVIIl 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.
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Tous les lots antérieurs a la purification PVIl ont d{i également étre écartés car lors de leur
décongélation ils présentaient des signes d’agrégation importants. Cette agrégation a pu étre
attribuée soit a une dénaturation de la protéine lors des décongélations répétées, soit a une
mauvaise conformation lors de la synthése 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

avons procédé a une nouvelle fonctionnalisation a partir d’'un nouvel aliquote de protéines avant

chaque expérience.

Au final, ce protocole de fonctionnalisation des billes nous a permis d’obtenir des billes
homogenes en concentration de protéines liées a la surface. Ces fonctionnalisations homogeénes 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 ; 1998) qui permet de sonder des liens a I'échelle de la molécule unique. Sa
sensibilité est de I'ordre du pN et peut mesurer des interactions allant jusqu’a 1 nN. C’est un outil
adapté a notre problématique car il permet de sonder l'interaction ligand-récepteur que peut
développer ECD-Iz1 avec un partenaire ovocytaire. Son principe est le suivant. Un globule rouge est
utilisé comme dynamometre pour mesurer la force de rupture d’un lien. Le globule-ressort est
maintenu dans une micropipette par aspiration contrélée. Sa raideur k est proportionnelle a sa
tension qui dépend elle-méme de 'aspiration. Elle peut étre variée sur trois ordres de grandeur. Une
bille fonctionnalisée avec la molécule d’intérét (ici ECD-1z1) est collée au globule rouge (Figure 47). La
sonde ainsi formée est mise en contact de facon répétée et automatisée par translation de la pipette
avec le I'objet a sonder (ici I'ovocyte dépellucidé) lors de cycles approche-contact-séparation a une
vitesse contrdlée. Chaque cycle permet d'obtenir une courbe force/distance. Si un lien s’est formé, la
force de traction est mesurée jusqu’a la rupture de la liaison. La densité de molécules sur la bille est
choisie suffisamment faible pour que la probabilité de former un lien au cours d'un contact soit de
'ordre de 10 %. Cette configuration permet de s’assurer que plus de 90% des cas d'adhésion
impliquent une liaison unique. En pratique, I'interaction s’établissant entre la bille et I'ovocyte est
obtenue par la mesure de la déformation Ax du globule rouge au moyen d’un logiciel de suivi de bille.
Les distributions de forces de rupture F = k Ax,., obtenues seront la signature du potentiel
d’interaction entre 'ECD-1z1 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 I'ovocyte sont alignées et la sonde fait face
a l'ovocyte. La courbe force-distance est également représentée pour un cycle “approche-contact-séparation”
entre la bille et 'ovocyte : en bleu I'approche, en rouge la séparation. A/ Absence de formation de lien : il n’y a
pas de déformation du ressort la force F est donc nulle. Lors du contact le ressort est comprimé F = kAx est
négative. Lorsque la sonde est séparée de 'ovocyte, F redevient nulle. B/ Dans le cas de la création d’un lien :
lors de I'approche la force F est nulle comme décrit précédemment. F est négative lors du contact. Lors de la
séparation un lien est créé et le globule rouge s’allonge F = kAx est positive. La force de rupture Fmax = k Axmax

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 pl de milieu M2 contenant 3% de BSA. Les ovocytes sont déposés dans la premiére
goutte. Les globules rouges et les billes fonctionnalisées avec ECD-lz1 ou les billes contréles sont
déposées dans la seconde goutte. Le tout est recouvert par de I'huile Medicult afin d'éviter
|'évaporation des gouttes. Trois pipettes sont nécessaires a I'expérience (Figure 48 A). Les
micropipettes qui maintiennent I'ovocyte et le globule rouge ont été décrites dans la 2eme partie au
chapitre 3. La troisieme pipette, installée perpendiculairement aux deux premieres permet d’aspirer
la bille de verre fonctionnalisée et de la fixer de fagon précise sur le globule rouge de facon a avoir
un bon alignement pipette-globule rouge-bille. Une fois la sonde formée, elle est transférée dans la

goutte contenant les ovocytes. Pour cela, I'extrémité de la pipette tenant la sonde est introduite dans
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la pipette de contention remplie de M2. Ainsi protégée, la sonde peut traverser le volume d’huile

séparant les 2 gouttes (Figure 48 B).

Les pipettes maintenant I'ovocyte et la sonde sont positionnées en vis-a-vis de facon a ce que
I’ensemble sonde-ovocyte-pipettes soit aligné. La position des réservoirs contrélant I'aspiration dans
ces deux pipettes est ajustée. Une aspiration faible de 5 Pa est choisie dans la pipette de contention
afin de minimiser les contraintes imposées a I'ovocyte. Une aspiration de 250 Pa permettant de fixer
la raideur du globule rouge-ressort a environ 125 pN/ um est appliquée a la pipette maintenant la
sonde. A ce stade les cycles d’approche-contact-séparation de la sonde sur I'ovocyte décrit dans la
section précédente peuvent alors commencer, donnant lieu pour chaque cycle a 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

analysées une a une et |’histogramme des forces de ruptures du lien peut étre établi.

Micromanipulator

" Piezo- |
1 l[E)lec_tric _ 3 glass micropipettes Micromanipulator
evice |

Mineral Oil

‘ M2 medium
Computer —— CCD

Optical lense

Figure 48 A: Schéma décrivant le dispositif expérimental. L’expérience se déroule dans une goutte de milieu
tamponné sous huile a 37°C. Les trois micropipettes se font face et sont translatées au moyen de
micromanipulateurs. La pipette de contention maintient I'ovocyte. La seconde pipette est celle qui maintient la

sonde. La troisieme 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

V

e

dans la méme goutte. L’ovocyte est dans une goutte différente. 1/ Le globule rouge est aspiré par la pipette de
sonde. 2/ La bille est aspirée par une troisiéme pipette positionnée perpendiculairement.3/ La bille est fixée sur
le globule rouge de maniére a avoir un bon alignement bille-globule rouge-sonde. 4/ La sonde ainsi fabriquée

correctement alignée est transférée dans la pipette de contention dans la goutte de I'ovocyte.

106



Chapitre 3 / Résultats de I’approche moléculaire

Ce chapitre est dédié a 'ensemble des résultats obtenus par I'approche moléculaire utilisant
I’'ECD-Iz1. Deux types d’expériences ont été menés. D'une part, l'incubation des ovocytes dans des
solutions contenant I'ECD-1z1 et I'immuno-marquage. Ces expériences ont permis de tester la
capacité d’lzumol a se lier aux ovocytes. Ces expériences seront présentées dans la premiere partie
de ce chapitre. D'autre part, les expériences BFP ont ensuite permis de caractériser a I'échelle de la
molécule unique le lien qu’lzumo1 est capable de former avec I'ovocyte. L'exposé de ces expériences
constituera la deuxiéme partie de ce chapitre. Enfin une derniére partie sera consacrée a une

synthése des résultats et aux perspectives qui en découlent.

1. Incubation et immunofluorescence

Nous avons souhaité dans un premier temps savoir si I'ECD-1z1 était capable de se lier a la
membrane des ovocytes. Pour cela des ovocytes « sauvages » dépellucidés de la lignée de souris
C57BL6/J ont été incubés dans une solution a 100pg/ml d’ECD-Iz1 non biotinylé pendant une heure a
37°C en milieu CO2 indépendant. Les ovocytes ont été rincés afin d’éliminer I'excédent d’ECD-Iz1 non
fixés aux ovocytes puis les ovocytes ont été marqués par I'anticorps anti-lzumol monoclonal lui-
méme révélé par le secondaire Goat-anti-Rat Alexa-Fluor 488. A des fins de contrdle, des ovocytes
sauvages ont été soumis au méme protocole de marquage avec I'anticorps anti-lzumol monoclonal
puis avec le secondaire Goat-anti-Rat Alexa-Fluor 488 ou avec le secondaire Goat-anti-Rat Alexa-

Fluor 488 seul, sans incubation préalable avec 'ECD-Iz1.

L’observation en imagerie de fluorescence montre que tous les ovocytes qui ont été incubés
avec I'ECD-Iz1 sont positifs a I'immuno-marquage (Figure 49) contrairement aux deux groupes

contrdles qui ne montrent aucune fluorescence.

Ce résultat prouve que la protéine recombinante ECD-lz1 est capable de se lier a la
membrane plasmique de I'ovocyte et par conséquent que la membrane de 'ovocyte possede 1 ou

plusieurs sites d’adhésion pour lzumo1.
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Figure 49: Révélation de I'immuno-marquage par imagerie confocale : a gauche (A et C) en fluorescence, a
droite (B et D) en transmission. A/ Ovocytes incubés avec la protéine recombinante, rincés et révélés par
I"anticorps primaire monoclonal Anti-lzumo1 et par I'anticorps secondaire Goat-anti-Rat Alexa-Fluor 488 : ECD-

121 se fixe aux ovocytes. C/ Les ovocytes du groupe contréle, ne fixent pas I’anticorps anti-lzumol monoclonal.

2. Caractérisation du lien avec le BFP
Afin de tester si I'adhésion d’lzumol sur I'ovocyte est spécifique et de caractériser la
robustesse du lien entre lzumol 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 PVIlI a la concentration de 59nM. Les billes controles étaient les mémes billes
streptavidinées sans fonctionnalisation. Dans les cycles d’approche-contact-séparation, le temps de
contact entre la bille et I'ovocyte était environ 400 ms et la force maximale de compression a
I"approche avait été fixée a 40 pN. Au total 3800 cycles impliquant 20 couples ovocyte-bille différents
ont été réalisés avec les billes fonctionnalisées avec ECD-1z1, 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’interaction entre la bille et I'ovocyte quand on recule la pipette portant la sonde en appliquant une

rampe de force croissant linéairement dans le temps (1000 pN/s). On voit que la force reste nulle
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lorsqu’aucun lien ne s’est formé. En revanche si un lien est établi la force croit linéairement avec la

distance de séparation jusqu’a rupture a la force F ..

o8

Force (pN)
2 .5

?

distance (Um) distance (um)

Figure 50: Courbes de force. A/ Absence de lien : la force est nulle. B/ Un lien entre Izumo1 et la membrane de
I'ovocyte se crée. Le lien résiste a une rampe de force de traction jusqu’a ce que celle-ci parviennent a le rompre,

la force d’interaction retombe alors brusquement a une valeur nulle.

Pour les billes recouvertes d’ECD-lz1, le pourcentage de contacts donnant lieu a une
adhésion est égal a 7% (Soit 257 liens pour 3782 tests). Ce pourcentage, inférieur a 10% est trés
satisfaisant puisqu’il garantit que la majorité des événements obtenus correspond a la formation
d’un lien unique. Dans le cas des billes controles, seuls 2% des contacts (1689 tests et 37 liens

enregistrés) donnent lieu a une adhésion.

A partir de ’ensemble des forces de rupture obtenues, on peut tracer I’histogramme associé
(Figure 51). Dans le cas des billes recouvertes d’ECD-z1, un pic unique bien défini est observé a 21+/-
1 pN (Figure 51), alors qu’aucun pic n’émerge de I’histogramme obtenu avec les billes témoin. Alors
gue ce dernier peut étre associé a un bruit de fond d’adhésion non spécifique, le pic obtenu pour des
billes recouvertes d’ECD-1z1 suggere fortement I'unicité du contre partenaire d’lzumo1 sur I'ovocyte.
D’un point de vue quantitatif, la valeur de 21 pN obtenue est cohérente avec la gamme standard de
forces de rupture attendues pour un lien non-covalent impliquant des interactions de Van der Waals
et des liaisons Hydrogéne. A titre de comparaison, le lien streptavidine-biotine qui est considéré
comme le lien non covalent possédant la plus forte robustesse rompt autour de 75 pN s'il est soumis

a des conditions de traction (taux de charge) identiques.
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Nombre de liens

pour chaque classe Nombre de liens
de force A pour chaque classe B
de force
14 4 14 4
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6 6
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Figure 51: Distribution du nombre d’adhésions par classe de force dans le groupe de billes ECD-I1z1 de la
purification PVII.

A/ Groupe test : Ovocytes de souris C57BL6/J sondés avec la protéine recombinante ECD-Iz1 (3782 Tests et 257
adhésions) : taux d’adhésion 6,8 % ; force 21 + 1 pN.

B/ Groupe contréle : Ovocytes de souris C57BL6/J sondés avec les billes strepatavidinées (1689 Tests et 37
adhésions) : taux d’adhésion 2,2 %. La distribution des forces de rupture est trés hétérogéne traduisant la

création de liens non spécifiques.

Notons que des tests réalisés avec des billes recouvertes d’ADAM2, une autre protéine de la
membrane spermatique (Chapitre 3 de la 1lére partie), n‘ont pas donné lieu a des événements
d’adhésion. Cette observation renforce le caractére spécifique de l'interaction d'lzumol avec la
membrane ovocytaire mis en évidence par les expériences impliquant les billes fonctionnalisées avec

ECD-1z1.

Conclusion et perspectives sur I’'approche moléculaire

Les résultats obtenus par I'approche moléculaire confirment ceux que nous avons obtenus
par I'approche cellulaire tout en les précisant quantitativement. Nous savons désormais qu’lzumol
posséde un partenaire a la membrane de I'ovocyte avec lequel il interagit pour créer de I'adhésion.
Par ailleurs, et méme 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
I'inhibition de la fécondation par des anticorps bloquant lzumol dirigés contre le domaine

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’agir de la partie N-terminale du domaine extracellulaire qui correspond a la partie lzumo a
proprement parler, ou du domaine immunoglobuline. Les domaines immunoglobuline sont souvent
impliqués dans des interactions avec d’autres molécules en cis comme en trans. Beaucoup
d’anticorps reconnaissant les antigenes portés par les cellules sont des immunoglobulines. Une facon
de tenter de répondre a cette question serait de produire des protéines présentant des mutations ou
des troncatures dans I'un ou l'autre de ces domaines et d’analyser par une approche similaire leurs

interactions avec 'ovocyte.
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5éme partie / Les partenaires d’lzumol en intra et extracellulaire

Notre travail a montré pour la premiére fois qu’lzumol était impliquée dés I'étape d’adhésion de
I'interaction gamétique. Elle induit une adhésion forte et stable des les premieres secondes de
contact en se liant spécifiguement a une molécule ou complexe moléculaire largement exprimé par
la membrane de I'ovocyte. Cette molécule partenaire en trans d’lzumol est encore a trouver. CD9
étant 'autre protéine reconnue comme indispensable dans le processus d’interaction gamétique,
nous avons testé |'éventualité que CD9 soit impliqué dans I'adhésion cellulaire créée par Izumo1l, soit
en tant que récepteur direct d’lzumol, soit en tant que partenaire de ce récepteur. La stratégie mise

en place et les résultats associés seront présentés dans le chapitre 1.

Par ailleurs, Izumol étant une protéine d’adhésion, et les protéines d’adhésion interagissant
souvent avec le cytosquelette, comme nous |'avons vu au second chapitre de la premiere partie,
nous nous sommes interrogés sur la possible interaction qu’lzumol pouvait développer par sa
terminaison cytosolique avec le cytosquelette. Les expériences explorant cette hypothése sont

exposées au chapitre 2.
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Chapitre 1/ Interactions par le domaine extracellulaire: le partenaire
d'lzumol sur I'ovocyte est-il la tétraspanine CD9 ou une protéine partenaire

membranaire de CD9 ?

La tétraspanine CD9 (voir partie 1, chapitre 2, section 2.a.i) est une protéine capable d’organiser
a 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 surface de I'ovocyte les CD9 organiseraient des sites d’adhésion propices a la
fusion, permettant de stabiliser le spermatozoide plaqué a I'ovocyte, ce qui n’est pas le cas en
I’absence de CD9 (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 hypotheéses suivantes :

- la tétraspanine CD9 est le récepteur d’lzumol.
- le récepteur d’lzumol fait partie des protéines interagissant en cis avec la

tétraspanine CD9.

1. Latétraspanine CD9 est-elle la molécule partenaire d'lzumol ?

Afin de déterminer si CD9 est le récepteur d’lzumol sur I'ovocyte, nous avons sondé |'interaction
entre des ovocytes CD9 -/- (ovocytes provenant de souris KO en CD9, ces souris sont décrites dans le
chapitre 1 de la deuxiéme partie) et des cellules K562-1zumol1-EGFP par la technique de mesure de
force par micromanipulation de cellules couplée a I'imagerie confocale selon le méme schéma
expérimental que celui décrit dans le 3eme chapitre de la 3éme partie. Le but de ces expériences

était de tester I'adhésion en I'absence de la tétraspanine CD9.

Les ovocytes de la lignée CD9 KO ont été préparés selon le protocole décrit en chapitre 1 de la
2éme partie. Les tests d’adhésion ont été menés avec les cellules K562-1zumo1-EGFP transfectées
transitoirement (selon le protocole en Annexe 3) par la technique de micromanipulation de cellules
couplée a I'imagerie confocale. Les images ont été analysées par le logiciel Image J tel que décrit dans

le chapitre 3 de la 3éme partie.

Qualitativement, nos expériences montrent que les cellules K562 exprimant lzumol se
comportent de la méme fagon avec les ovocytes CD9 KO qu’avec les ovocytes sauvages. Les cellules
adhéerent aux ovocytes, cette adhésion est forte entrainant une importante déformation de la cellule

et de 'ovocyte ainsi que 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
n‘est donc pas la protéine a laquelle Izumol se lie car méme en son absence la cellule K562

exprimant lzumo1 adhére a I'ovocyte.

D’un point de vue quantitatif, il semble que la cinétique de recrutement d’lzumol soit plus
rapide en I'absence de CD9. En effet, la saturation de la zone de contact semble étre atteinte au bout
de 10 min plutét que 20 min pour les ovocytes sauvages. Ces résultats doivent cependant étre
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
trouvait confirmée, cette différence de cinétique serait une indication forte de I'implication de CD9

en tant que partenaire du récepteur d’lzumol.

Figure 52 : La cellule exprimant [zumol-EGFP
adhere a l'ovocyte. Il existe une intensification
de la fluorescence au niveau de la zone de

contact indiquée par * traduisant un

recrutement en protéine.

2. Le partenaire d'lzumol est-il une protéine partenaire de CD9 ?

a. Latétraspanine 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 entraine 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

que la tétraspanine CD81 puisse étre le récepteur d’lzumol.

Nous avons dans un premier temps testé I'adhésion entre les cellules exprimant Izumo1 exogene
et des ovocytes « sauvages » incubés avec des anticorps anti-CD81 bloquants. Nous avons ensuite
testé I'adhésion les cellules exprimant lzumo1l exogene et des ovocytes CD9 KO également incubés

avec des anticorps anti-CD81 bloquants, I'idée étant de se rapprocher au plus d’une situation de
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double KO et d'inhiber a 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 a 37°C dans du PBS 1x a 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 a
I’Alexa 488 et les observations ont été faites en imagerie confocale. Sur la figure 53 nous voyons que
les anticorps sont bien révélés a la membrane des ovocytes, et qu’il n'y a pas de différence

significative entre les marquages des ovocytes sauvages et CD9 KO préincubés avec I'anti-CD81.

Figure 53 : Immuno-marquage des ovocytes par les anticorps
anti-CD81 révélés par un anticorps secondaire couplé a
I’Alexa 488.

A et B/ Ovocytes CD9 KO en fluorescence et en transmission.
C et D/ Ovocytes sauvages en fluorescence et en

transmission.

L'adhésion de cellules K562-lzumo1-RFP (rappelons que RFP n’est que cytoplasmique) avec ces
ovocytes sauvages et CD9 KO préincubés avec les anticorps anti-CD81 a ensuite été évaluée. Les
cellules continuent a adhérer aux ovocytes WT et KO CD9 méme en présence d’anticorps bloquants

dirigés contre la tétraspanine CD81.

B Ovocyte CD9 KO+Anti-CD81

Figure 54: Cellule K562-1zumol-RFP

adhérant a un ovocyte CD9 KO marqué par

Cellule K562-1zumo1-RFP Cellule K562-1zumo1-RFP des anticorps anti-CD81 bloquants.

Ces observations montrent que ni la tétraspanine CD9 ni la tétraspanine CD81 ne sont

les molécules partenaires d’lzumol.
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b. Le partenaire est-il une autre protéine partenaire de la tétraspanine CD9 ?

Afin de voir si le récepteur d’lzumol au niveau de la membrane de I'ovocyte est un partenaire en
Cis de CD9 nous avons testé des ovocytes dont la tétraspanine CD9 porte une étiquette EGFP (les

nde

souris portant ce transgéne sont décrites dans le chapitre 1 de la 2™ partie). Linteraction a été
sondée par la technique de mesure de force par micromanipulation de cellules couplée a I'imagerie
confocale. L'objectif était d’évaluer le possible recrutement de la protéine CD9 au niveau de la zone

de contact, a I'image de celui d’lzumol.

Nous avons utilisé les cellules K562-1zumol-RFP afin de pouvoir discriminer le recrutement
provenant de la protéine CD9 de celui d0 a la protéine exogéne (Izumo1l). L'expérience a été menée

selon le méme 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’'lzumo1l et ne devient détectable qu’au bout de 10 minutes de contact.
Cependant, la protéine CD9 est dés le départ trés exprimée a la membrane comme le montrent les
images de la figure 55. Ce délai de recrutement au niveau de la zone de contact pourrait s’expliquer
par le fait qu’lzumo1l trouve son récepteur dés le contact en assez grande quantité, a la 10°™ minute
tous les récepteurs présents sont saturés. Au-dela 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 Izumo1l sont
atteints en méme temps ce qui indiquerait que la molécule récepteur d’lzumol est bien liée a 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 recrutement apparait vers la 10éme minute et s’intensifie ; a la 15eme il est plus net.
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3. Conclusion

Nos observations nous ont permis de mieux caractériser lzumol. Celle-ci est une protéine
d’adhésion qui, comme de nombreux membres de la Superfamille des Immunoglobulines, développe
une interaction en trans avec un récepteur. Les liens qu’elle crée avec son partenaire en trans
conduit a I'adhésion des cellules qui les portent. La tétraspanine CD9 est une protéine qui pourrait
constituer le récepteur potentiel d’autant qu’elle développe des interactions avec une autre protéine
de la Superfamille des Immunoglobulines (Ellerman et al. 2003). Nos observations permettent
d'infirmer cette hypothése : CD9 n'est pas le récepteur d'lzumol. Nous avons également éliminé un
autre candidat : la tétraspanine CD81. Toutefois, le recrutement de CD9 au cours de I'adhésion
corrélé a celui d’lzumo1l suggere fortement que la molécule partenaire d’lzumol est associée en cis
avec CD9. La saturation plus rapide en Izumol au niveau de la zone de contact en I'absence de CD9

renforce ce scénario. Ces expériences pourraient étre continuées afin d’apporter une meilleure

connaissance de la possible interaction entre la tétraspanine CD9 et le récepteur d’lzumol.
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Chapitre 2/ Interactions par le domaine cytosolique : Izumo1l est-elle liée au

cytosquelette?

Comme mentionné en Introduction (Chapitre 2), plusieurs membres de la Superfamille des
Immunoglobulines sont des protéines d’adhésion. Ces protéines sont des protéines
transmembranaires qui permettent I'adhésion des cellules entre elles et a la matrice extra cellulaire.
Elles réalisent des liaisons avec d’autres protéines de la méme famille, « liaisons homophiles », ou
avec d’autres molécules : des protéoglycanes de la matrice extracellulaire et des intégrines. Elles
jouent un role 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 a mettre en évidence une éventuelle interaction entre lzumol et
le cytosquelette. Le cytosquelette est un réseau de fibres dont la partie la plus importante est

constituée par I'actine.

1. Expériences d’inhibition de la polymérisation de I’actine
Afin d’étudier I'interaction entre I'actine et la portion cytosolique d’lzumol, nous avons, dans un
premier temps, traité les cellules K562-lzumol-RFP a la latrunculine B. C'est une drogue (un
macrolide) qui forme des complexes avec les monomeres d’actine et inhibe sa polymérisation

(Spector et al. 1989).

Nous avons incubés les cellules exprimant la protéine recombinante dans une solution a 500nM
de latrunculine B pendant une heure dans du M2 a 3% de BSA a 37°C. Les cellules ont ensuite été
rincées. L'adhésion avec les ovocytes a été testée par micromanipulation comme précédemment.
Cependant, le traitement a la latrunculine ayant beaucoup fragilisé les cellules, elles se sont avérées
difficiles a manipuler, leur membrane se rompant rapidement, parfois aussitot apres que la cellule a
été attrapée par la micropipette. Nous avons donc eu recours a une stratégie alternative basée sur

un marquage fluorescent de I'actine.

2. Expériences de marquage fluorescent de I'actine
Le pDEST/LIfeAct-mCherry-N1 (Annexe 2) est un plasmide qui fait exprimer aux filaments d’actine
(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 étre directement imagée en confocal dans le
temps. Dans notre cas il est intéressant d’observer I'évolution de la répartition de I'actine au fur et a
mesure du recrutement d’lzumol dans la zone de contact cellule/ovocyte, afin de voir une
éventuelle corrélation. Les cellules K562 ont été co-transfectées par les plasmides plzumol-EGFP et

pLifeAct-mCherry dans une proportion 3 pour 1 pour ne pas avoir une expression trop importante de
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I'actine portant I'étiquette fluorescente par rapport a lzumol. La transfection a été faite selon le
protocole donné en annexe 3. Le rendement de la co-transfection est extrémement faible. Moins de
1% des cellules expriment a la fois lzumo1-EGFP et I’actine F mCherry. Pour la premiéere fois, des
cellules exprimant manifestement lzumol-EGFP (car vertes) n’adhéraient pas aux ovocytes suggérant
un mauvais adressage d’lzumol a la membrane et/ou une mauvaise conformation de la protéine. Un
seul test d’adhésion a pu étre mené par micromanipulation. En effet, 9 cellules exprimant les deux
protéines exogenes ont été testées. Seulement deux ont adhéré, mais le recrutement de I'actine n’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 méme protocole

d’analyse que celui décrit dans le 3éme chapitre de la 3éme partie.

Nous observons le recrutement habituel en Izumol au niveau de la zone de contact avec un
plateau qui débute autour de la 15°™ minute de temps de contact. Par ailleurs nous avons observé 2
pics d’expression de I'actine dans la zone de contact. Contrairement a Izumol ou méme CD9 sur
I'ovocyte, cette augmentation du taux d’actine dans la zone de contact semble transitoire. Un
premier pic apparait a la 6éme minute de contact puis disparait, un autre apparait a la 17éme minute
et disparait a son tour (Figure 48 A et B). Il se trouve que dans le test mené, ces deux pics d’actine se
produisent a deux moments particuliers : le premier pic a la 6éme min fait suite a la fin de I'extension
de l'aire de contact effective, le second fait suite a la saturation de cette derniére en protéine.
Néanmoins d’autres expériences devront étre réalisées pour confirmer ou infirmer le caractére

systématique de cette observation.
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Figure 48 : Recrutement en Izumol et en actine au niveau de la zone de contact. L’enrichissement moyen en
fluorescence par unité d'aire moyenne augmente pour Izumol pour atteindre un plateau a la 15éme minute de
temps de contact. L’enrichissement en actine indiqué par * présente quant a lui en deux pics a la 6éme minute

etun 2nd a la 18éme minute.

3. Conclusion

Ces observations nous permettent d’envisager un lien possible entre I'actine et Izumol. Par
exemple, elles pourraient suggérer qu’lzumol, au niveau de la zone de contact, transducte un signal
extracellulaire et active ainsi I'actine F qui se voit recrutée également au niveau de cette région.
L'actine F pourrait ensuite elle-méme entrainer I'activation d’une protéine qui pourrait jouer un réle
dans la fusion. Cette expérience n’a pu étre refaite compte tenu de la difficulté d’obtenir une Co-
expression des deux vecteurs par transfection transitoire. Il serait néanmoins intéressant d’explorer
plus avant la possibilité d’'une interaction entre lzumol et le cytosquelette au moment du contact

avec I'ovocyte.
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6eéme partie /lzumol impliquée au-dela de I’adhésion?

Le fait que les spermatozoides Izumol KO adherent a I’ovocyte sans fusionner (Inoue et al. 2005)
d’une part et qu’lzumol se lie en Cis a d’autres protéines de la membrane spermatique d’autre part
(Stein et al. 2006; Ellerman et al. 2009; Inoue et al. 2010b) laissent penser qu’lzumol est une

protéine impliquée dans I'étape de fusion.

Nous avons exploré I’hypothése qu’lzumol induise la fusion et ce indépendamment des autres
protéines spermatiques. Les résultats de ces séries d’expériences seront exposés dans le premier
chapitre. Nos observations nous ont permis de mettre en évidence deux phénomeénes décrits lors de
la fusion du spermatozoide et de I'ovocyte. Le premier est le phénomeéne de trogocytose (Barraud-
Lange, Naud-Barriant, Bomsel, et al. 2007; Miyado et al. 2008), ces observations seront décrites dans
le second chapitre. Le deuxiéme est un phénoméne proche de la phagocytose observée lors de
I'internalisation de la téte du spermatozoide phagocytose (Yanagimashi R 1994 ; Chen & Sthananthan
1986 ; Sthananthan 1993) et observée par Bronson (Bronson 1998; Bronson & Fusi 1990). Les

résultats de ces observations feront I'objet du troisieme chapitre de cette partie.
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Chapitre 1/ Izumol induit-elle une fusion ou hémi-fusion des membranes

cellulaires ?

Nous avons démontré qu’lzumol est une protéine d’adhésion. Mais la littérature nous dit que
sans lzumo1 la fusion ne peut se produire (Inoue et al. 2005). Lors de la fusion, les bicouches qui
composent la membrane des 2 cellules en contact n’en font plus qu’une. Lors d’'une hémifusion,
seules les couches externes des membranes des 2 cellules communiquent. L’hémifusion peut
constituer la premiere étape de la fusion. Nous avons alors voulu tester I'hypothese que la forte
adhésion induite par lzumo1l puisse mener a la fusion ou a I’hémifusion sans intervention d’autres

protéines spermatiques.
Pour mener cette étude, nous avons réalisé 4 tests différents :

1. Les expériences d’adhésion ovocytes-cellules K562-lzumo1-RFP
La RFP exogene est d’expression intra-cytoplasmique. Dans le cas d’une fusion elle serait
observée en fluorescence dans le cytoplasme de I'ovocyte autour de la zone de contact. Aucune des
expériences que nous avons menées ne nous a permis de mettre en évidence le passage de la RFP

dans le cytoplasme de I'ovocyte (Figure 49).

Figure 49 : Cellule K562-1zumo1-RFP adhérant

a un ovocyte; il ny a pas de passage de la RFP

dans le cytoplasme.

2. Les expériences d’adhésion ovocytes marqués au Hoechst-cellules K562-
lzumo1-RFP
Pour mener cette étude nous avons repris le principe de révélation de la fusion par marquage au
Hoechst exposé au ler chapitre de la 2éme partie. Un ovocyte préalablement incubé dans du

Hoechst puis rincé est micromanipulé au contact d’une cellule K562-lzumo1l. L’évolution d’lzumol
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dans la zone de contact ainsi que I’éventuelle apparition de Hoechst dans le noyau de cellule, signe

que la fusion des membranes a eu lieu, sont suivis en microscopie confocale.

Nous avons observé qu’en dépit d’'une adhésion forte et durable, le Hoechst ne se fixe pas sur le

noyau de la cellule. Celle-ci adhére a I'ovocyte mais ne fusionne pas (Figure 50).

Figure 50: Cellule K562-1zumol-EGFP apres adhésion avec

un ovocyte préincubé au Hoechst. Le noyau de I'ovocyte est

marqué, celui de la cellule ne I'est pas. Il n’y a pas de fusion.

3. Les expériences d’adhésion ovocytes PKH-cellules K562-1zumo1-RFP
Nous avons marqué les membranes ovocytaires par du PKH27; fluorophore ayant une queue
lipophile qui s’insére dans la membrane et la colore. Dans le cas d’une fusion ou hémifusion, la
membrane cellulaire serait également marquée. Mais nos résultats n’ont rien montré de tel (Figure

52).

Figure 52: Cellule K562-Izumol-RFP
adhérant a un ovocyte marqué par le PKH
27. 1l n’y a pas de passage du PKH a la

membrane de la cellule. Il n’y a pas

d’hémifusion.
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4. Conclusion
Ces résultats nous permettent d’arriver par quatre expériences différentes a la conclusion
gu’lzumol seule ne peut induire ni fusion ni hémifusion. Si elle est impliquée dans un processus de

fusion, Izumo1 doit pouvoir interagir avec d’autres protéines de la membrane du spermatozoide.
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Chapitre 2/ Un échange de membrane ou « trogocytose » ?

La trogocytose est un phénomene 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 premiere fois dans les années 70 puis
I'idée a été abandonnée jusqu’aux années 90 oU, grace a I'imagerie de fluorescence, Huang et al. ont
pu montrer un transfert des molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) portant une
étiquette GFP d’une cellule présentatrice d’antigene vers des lymphocytes T cytotoxiques (Huang
1999). En 2001 I'équipe d’Hudrisier montre que les lymphocytes T cytotoxiques peuvent capturer des
fragments de membrane de la cellule présentatrice d’antigene portant des protéines

transmembranaires (Hudrisier et al. 2001).

La trogocytose a été évoquée pour la premiere fois dans I'interaction gamétique par I'équipe du
Laboratoire de Biologie de la Reproduction Humaine de I’h6pital Cochin avec laquelle nous
collaborons. Lange et al. montrent que le spermatozoide 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-/- avec les vésicules portants la protéine I'équipe de

Miyado a montré un recouvrement de la fécondation (Miyado et al. 2008).

En réalisant les expériences d’adhésion entre les ovocytes marqués au PKH 67 et des cellules
K562-1zumol1-RFP décrites au chapitre précédant, nous avons observé que sur certaines cellules
laissées en contact environ une heure avec I'ovocyte la présence des domaines émettant en vert en
fluorescence (Figure 53). Cette fluorescence traduit la capture de lipides ovocytaires marqués au

PKH67 par la cellule.

11/04/2013 18:00.07

Figure 53 : Cellule K562-1zumol-RFP adhérant a un
ovocyte marqué par le PKH 67. Des lipides de la

membrane de I'ovocyte sont capturés par la cellule

évoquant un phénoméne de trogocytose.
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Conclusion

Nos observations ont permis de mettre en évidence un transfert de lipides de la membrane de
I'ovocyte vers la membrane de la cellule exprimant Izumol rappelant fortement un phénomeéne de
trogocytose observé dans le cas de l'interaction gamétique par deux équipes différentes (Barraud-
Lange, Naud-Barriant, Bomsel, et al. 2007; Miyado et al. 2008). Cette observation souleve
I'interrogation suivante : ce phénomeéne de trogocytose que nous avons vu est-il du uniquement a
I’adhésion ovocyte-cellule ou existe-t-il un phénomeéne de reconnaissance ente I'ovocyte et la cellule
exprimant la protéine exogene qui serait lzumo1l induit ? Des expériences complémentaires doivent
étre menées afin de mieux étudier cet échange membranaire elles seront exposées dans la partie

conclusion et perspectives.
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Chapitre 3/ Le spermatozoide est-il internalisé par un phénoméne 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 téte du spermatozoide est internalisée par un
mécanisme proche de la phagocytose (Yanagimashi R 1994 ; Chen & Sthananthan 1986 ; Sthananthan
1993). Izumol est présent au niveau de cette région équatoriale au moment ou le spermatozoide et
I'ovocyte fusionnent. L'équipe d’Okabe a confirmé cette donnée par le suivi dynamique de
spermatozoides dont I'lzumol porte une étiquette mCherry, en train de féconder des ovocytes
portant un CD9-EGFP (Satouh et al. 2012). Elle a montré que les spermatozoides exprimant lzumol
formaient une vésicule d’internalisation dans le cytoplasme de I'ovocyte par la partie antérieure de

éme

leur téte (cette donnée est discutée dans le chapitre discussion de la 3°™ partie de ce travail). Cette

éme

internalisation débute 5min apreés le contact et Izumol disparait a la 20™™ minute.

Lors des expériences menées avec des ovocytes de la lignée CD9-EGFP avec des cellules
exprimant lzumol-RFP nous avons observé aprés une trentaine de minutes de contact un
phénoméne assez ressemblant a une internalisation. Nos résultats montrent que la membrane de

I’ovocyte développe des extensions, et ce vers 12 minutes de contact et forme un anneau autour de

la cellule K562-1zumo1-RFP (Figure 54).

Figure 54 : Cellule K562-1zumo1-RFP adhérant a un ovocyte
|CD9-EGFP. A/ Extension de la membrane de [I‘ovocyte
entourant la cellule. B/ L’extension prend la forme d’un

anneau qui penser a un phénomene d’internalisation.

128



Conclusion

Izumol ne semble pas avoir la possibilité d’induire I'ouverture d’'un pore de fusion. Toutefois
cette protéine semble impliquée au-dela de I'étape d’adhésion des gamétes. Nous avons observé un
phénomeéne d’internalisation proche de la phagocytose évoquant linternalisation de la partie
antérieure de la téte du spermatozoide se produisant lors de la fécondation. Ce phénoméne
d’internalisation implique-t-il une reconnaissance spécifique médiée par Izumol ? Il est intéressant
de noter que ce phénomene se produise en présence d’lzumol mais nos résultats ne nous
permettent pas d’affirmer qu’il en dépend. Ici aussi des expériences complémentaires pourraient

amener des éléments de réponse intéressants.
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Conclusions et perspectives

Nos résultats montrent pour la premiere fois qu’lzumol est une protéine d’adhésion
reconnaissant un récepteur spécifique sur la membrane de I'ovocyte. Ce récepteur est largement
présent au niveau de la membrane de I'ovocyte et développe un lien avec lzumo1l deés les premiéres
secondes de contact. Nous avons pu quantifier cette adhésion a I’échelle moléculaire et cellulaire et
nos résultats montrent que c’est une adhésion forte et stable. Nous avons mis en évidence cette
interaction par deux méthodes expérimentales différentes et au moyen de trois modeles cellulaires
différents. Cette interaction est donc spécifique a lzumol. Nos résultats ont également montré
gu’lzumol est recruté au niveau de la zone de contact et ce des les premieres minutes. Ces
arguments nous permettent d’avancer I’hypothése qu’lzumol est une protéine d’adhésion générant
une adhésion forte du spermatozoide a I'ovocyte propice au a I'établissement du processus de
fusion. Cette hypothése est en accord avec les observations de I’équipe d’Okabe montrant que les
seuls spermatozoides capables de fusionner sont ceux montrant une forte concentration d’lzumol
dans la zone équatoriale (Satouh et al. 2012), cette zone étant celle par laquelle la fusion des

gametes se produit (Nagagimachi 1994 ; Chen Sthananthan 1986 ; Sthananthan 1993).

Nous avons pu également montrer que cette adhésion est développée par la portion
extracellulaire de la protéine. Ce résultat est soutenu par différents travaux d’inhibition 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 définie. Il peut s’agir de la partie N-terminale du domaine
extracellulaire qui correspond a la partie lzumo a proprement parler, ou du domaine
immunoglobuline. La génération de protéines recombinantes portant des troncatures ou des
mutations ponctuelles de I'un ou I'autre de ces domaines et leur analyse par les mémes approches

que celles utilisées dans cette étude pourrait apporter une réponse.

Le récepteur d’lzumol sur I'ovocyte reste encore a trouver. Les expériences préliminaires
gue nous avons menées nous permettent d’affirmer avec certitude qu’elle n’est ni la tétraspanine
CD9 ni la tétraspanine CD81 mais suggeérent tout de méme l'implication de CD9 en tant que
partenaire en Cis de ce récepteur. Ces expériences devront étre continuées afin de confirmer et

guantifier ces observations.

Izumol développe donc une interaction en Trans qui n’exclut cependant pas une interaction

en Cis avec des protéines partenaires de la membrane spermatique, elles-mémes impliquées dans les
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étapes d’adhésion et/ou de fusion (Stein et al. 2006; Ellerman et al. 2009). La possibilité qu’lzumol
joue a la fois le role de protéine d’adhésion et d’organisateur de protéines fusogeénes est d’autant
plus plausible que nous avons démontré que bien que sa présence soit indispensable a la fusion des

gametes, Izumol seule ne peut induire cette fusion.

Nos travaux ont également mis en évidence deux mécanismes membranaires pouvant jouer

un role dans le processus fusion pour lesquels 1zumo1l pourraient jouer un role actif.

Le premier est un transfert de lipides de la membrane de I'ovocyte vers la membrane de la
cellule exprimant Izumo1 exogene rappelant fortement un processus de trogocytose. Ce phénomeéne
a été observé entre le spermatozoide et I'ovocyte, des protéines CD9 de la membrane spermatique
ayant été retrouvées sur des spermatozoides ayant approché I'ovocyte (Barraud-Lange et al. 2007; K.
Miyado et al. 2008). Le role éventuel d’lzumol dans ce processus de trogocytose reste cependant a
étre déterminé. On peut notamment imaginer que les liens formés entre lzumol et son récepteur
puissent déclencher une signalisation induisant ce phénomeéne de trogocytose ? Une premiere
expérience permettant de tester cette hypothése serait d’incuber des ovocytes marqués au PKH 67
et de les faire adhérer a des cellules K562 sauvages (n’exprimant pas la protéine exogéne lzumol)
par un autre moyen qu’lzumol (nous pouvons par exemple envisager une adhésion via un lien
strepatividine biotine). Si un transfert de membrane était observé, il serait donc indépendant
d’lzumol. Dans le cas contraire, le réle d’lzumol dans le processus de trogocytose serait confirmé.
Une autre idée d’expérience serait d’incuber des ovocytes au PKH 26 (qui émet dans le rouge) et des
cellules K562-lzumol-EGFP : les fragments de membrane qui seront transférés sur la cellule
apparaitront en rouge et au cas ou le récepteur d’lzumol y est présent nous pouvons envisager de
voir un recrutement d’lzumol 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 membrane de I'ovocyte autour
des cellules exprimant Izumol. Elles suggérent un début d’internalisation de la cellule ou a un
phénomeéne de type phagocytose. Il est intéressant de noter que ce phénomene se produit en
présence d’lzumol mais de nouveau nos résultats ne nous permettent pas d’affirmer qu’il en
dépend. Ce phénomene de pseudo phagocytose est observé lors de I'englobement de la partie
antérieure de la téte du spermatozoide par I'ovocyte (Yanagimashi R 1994 ; Chen & Sthananthan
1986 ; Sthananthan 1993). Bronson et ses collaborateurs ont observé en microscopie électronique
des ovocytes de hamster fécondés par des spermatozoides humains (Bronson 1998). Ils ont noté un

allongement des microvillosités autour de la zone équatoriale des spermatozoides au moment de
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I'adhésion de ces derniers avec la membrane cytoplasmique de l'ovocyte. De plus, seuls les
spermatozoides qui adhérent aux microvillosités ovocytaires par leur zone équatoriale fusionnent
avec l'ovocyte. Bronson et ses collaborateurs en concluent qu’il existe un phénomene de
reconnaissance entre |'ovocyte et le spermatozoide proche de la reconnaissance de la cellule
présentatrice de I'antigéne par le macrophage au moment de la phagocytose (Bronson & Fusi 1990).
Nous pouvons envisager qu’lzumol joue un role dans cette reconnaissance entre le spermatozoide
et I'ovocyte. Des expériences complémentaires pourraient étre menées afin de mieux caractériser ce
phénomeéne. Nous pouvons par exemple induire une adhésion indépendante d’lzumol en incubant
les cellules et les ovocytes a la biotine et en ajoutant la streptavidine dans le milieu et vérifier si ce
phénomeéne d’enveloppement est Izumol dépendant. Okabe et ses collaborateurs ont montré que
ce phénomeéne d’internalisation avait lieu environ 5 minutes apres I'adhésion du spermatozoide a la
membrane ovocytaire et qu’lzumol est présent dans les vésicules d’Internalisation (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
I'ovocyte. Izumol pourrait étre impliquée au-dela de I'adhésion observée au niveau de la zone
équatoriale en jouant un réle dans linternalisation de la partie antérieure de la téte du

spermatozoide.

Au-dela des réponses apportées sur le mode d’action d’lzumo1l dans l'interaction gamétique,
ce travail souleve de nombreuses questions ouvrant la voie a des recherches qui se poursuivront bien

au-dela de cette these.
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1. La Séquence lzumol Murin

Q9D9)7 (IZUM1_MOUSE)

Length : 397 Mass (Da) 44,885

D’apreés : 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

atggggccgcattttacactcttgetggcagcetcttgeccaactgectgtgtccagggaggecctgecatcaaatgtgaccagtttgtgacagatgegce
taaagactttcgaaaacacttacctgaatgaccacctgccacacgacattcacaaaaatgtaatgaggatggtgaaccatgaagtatcgagcettc
ggcgtagtcacttcggctgaggattcctatttgggggecgtggacgagaacacactggaacaagcaacctggagttttctgaaggatctgaageg
tattacagacagtgacttaaaaggagagctctttataaaggaactattgtggatgcttcgtcatcaaaaggacatctttaacaatcttgctagaca
gttccaaaaggaagttctitgtcccaacaaatgeggagtgatgtcgcagactttgatctggtgtcttaagtgcgaaaagcagttgeacatttgtegg
aaatccctagattgtggagagcgccacatagaggtacatcgetcggaagacctggtectggactgtetgetcagttggeategtgcttctaaggga
cttacagattacagtttttacagggtttgggagaacagttctgagaccttgattgccaaggggaaagaaccatatctgaccaagtcgatggtggst
ccagaggatgctggcaactaccgctgtgtgctagataccatcaaccaaggtcatgeccaccgtcatccgetacgatgtcacagtattgeccccaaa
gcattcagaggaaaaccaaccaccgaacatcataacccaagaggagcacgagactcctgtccacgtgactccacagacaccaccggggceagg
agccagagtcggagctgtacccggagetgcacccagagttgtacccggagcetcatacctacagtcgctcaaaatccagagaaaaaaatgaaaa
ctcgcectcttaatactgttgacccttggetttgtggttcttgtggecageatcattatctcggtacttcactttaggaaagtcagegcetaaattgaaga
atgcaagtgacgaagtcaaacccaccgcgtcaggatccaagtcagatcagagtttgtcccaacagatgggattgaagaaggcectctcaggecaga
ttttaactctgactactctggagataagagcgaggcaacagaaaactaa
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2. Les vecteurs

okl ] q'_[‘q‘q ralthl |

Chack beactin promotor

."'l.l'-n]

|
Eoo=ET 1]
1A
Schal
TRECE
Hindif]

Lokl

pCAGGS
4835 bp

Frggt IRES-tag REP (1)
1 260ph

Mot
Hird ITE Peai Bgill  Hind|
Caal

Le plasmide pCAGGS-RFP (X-301 /pCAGGS-IRES2-tagRFP) : vecteur d’expression
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pEGFP-N1 Vector Information PT3027-5
GenBank Accession #U55762 Catalog #6085-1

SnaB|
(341)

MCS
{581-671)

EGFP

PVA  DEGFP-N1

4.7kb
Kan'/ SV40

BsrG 11383

Notl 1402
Xbal® naiy

Afl N 2640,
Dra W 874)

Stul
(2573)

Le plasmide pEGFP-N1 : vecteur d’expression
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Mhel (27)
=B
Dral (84)
Sall {80)
Bl {108}

EcoRV [145)
Xbal (151)
-attB2

BamHl [187)

Puull {778}

pDEST/LIfeAct-mCherry-MN1 Sequencing Result:

908 bp

Mscd (230}
Apal | (260)

Pstl (665
mChemy
CRF frame 2
2RF frame 2

Q88M {mThemy)

Le plasmide : pDEST/LIfeAct-mCherry-N1
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3. Protocole de transfection transitoire

Préparation des plasmides :

Dans une hotte stérile a flux laminaire, préparer une 1ére solution de 100ul de NaCl + 8ul de
jetPEI®, dans un second eppendorf préparer une solution de 100ul de NaCl + 4ul de solution de

plasmide a 1ug/ul.

Ajouter la solution de de jetPEI® a la solution de plasmide. Centrifuger 15 secondes et laisser

a température ambiante pendant 20 a 30 minutes pour que les micelles se forment.
La transfection transitoire:

Les cellules sont déposées dans une boite de culture a 6 puits, dans chaque puits déposer
2ml de cellules a la concentration de 2.10° cellules/ml dans leur milieu habituel. Ajouter la solution

de jetPEI®+plasmide.

Les cellules sont placées en culture a l'incubateur a 37°C sous 5% de CO, 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 génotypage s’effectue par PCR (Polymerase Chain Reaction) ou polymérisation en chaine,
qui permet d’amplifier un fragment d’ADN extrait de chaque souris. La PCR permet une amplification
spécifique de chaque fragment a I'aide d’amorces (oligonucléotides simple brin spécifiques de la

séquence a reconnaitre) et de détecter ainsi le géne sauvage et/ou le transgeéne.

Les ADN proviennent de lysats de queues de souriceaux d’une semaine environ. Les bouts de
gueues de 3 a 5mm sont prélevés a I'animalerie centrale au moment du sexage et du baguage, a
chaque échantillon est attribué le numéro de bague de la souris associée afin de ne pas faire d’erreur

de génotypage.

La queue est traitée par une solution de lyse comprenant une Solution de tampon (Direct
PCR Lysis reagent, Euromedex) a laquelle nous ajoutons de la Protéinase K a 1pg/100uL (il faut
compter environ 1pg par mm de queue ; Proteinase K (PK) Promega). Les échantillons sont placés

sous agitation a 55°C 12 heures. La protéinase K est désactivée a 95°C pendant dix minutes.

Pour les trois séries de génotypages que nous avons mis au point, les réactions de
polymérisation ont été effectuées dans un volume final de 50uL comprenant 4uL d’ADN-cible non
qguantifié. 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 a obtenir une bonne sensibilité avec la polymérase

(HotStarTag PCR Quiagen).

Les lysats sont ajoutés a 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 dans le themocycleur. Les cycles commencent d’abord par un chauffage a 95°C pendant 15
minutes pour dénaturer I’ADN, plusieurs cycles sont ensuite nécessaires a la réaction : dénaturation a
94°C pendant 1 minute, hybridation 64°C pendant 1 minute (la température d’hybridation dépend de
I’'amorce utilisée, pour ces séries de génotypage j'ai vérifié les températures d’hybridation en faisant

des gradients de température), élongation a 72°C pendant 2 minutes.

Les analyses se font par révélation sur gel d’agarose a 1% en présence de bromure

d’éthidium sous éclairage ultraviolet.

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 méles -/- car les

souris d’intérét sont les souris CD9 -/- infertiles (les détails des lignées et des accouplements sont

expliqués au chapitre 1 de la 2

recombinant.

partie). Nous avons donc amplifié les alleles sauvage et

La température d’hybridation est de 70°C, pour ce génotypage nous avons amplifié a 42 cycles.

L'allele recombinant (354 bp) est amplifié par les amorces

suivantes :
- 5'TGC AGG CAT GGA GGC GCA GC3' uUP1
- 5'GTGCCG GCCTCGCCTTTCCC3' LO1

L'allele sauvage (550 bp) est amplifié par les amorces
suivantes :

e 5'CTG GTC ACA CCC CCT AACGGA GC3' MC(CD91739
e 5'AGA GCT TGG CGG CGA ATG GGCTGA 3' S2Neo

Pour un échantillon/ul

Tampon 10X 5
5X Q-Solution 10

MgCI? 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
H20 17,5

+4 uL ADN 4
Hot Strat Taq 0,5
Volume total 50

Tableau 1 : Protocole de génotypage de des souris CD9 KO
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2. Protocole de génotypage des souris CD9-EGFP

Ces souris sont normalement homozygotes pour le transgene, mais nous avons été amenés a 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 2

éme

partie). La température d’hybridation est de 60°C, pour ce

génotypage nous avons amplifié a 30 cycles. L'allele recombinant (700 bp) est amplifié par les

amorces suivantes :

e 5" TGAACCGCATCGAGCTGAAGGG3 EGFP-
CD9S

e 5" GAATATCACCAAGAGGAACCY EGFP-
CDSA

Pour un échantillon/ul

Tampon 10X 5
5X Q-Solution 10

MgClI? 25mM 2

Dntp 10mM 1
Amorce 1 20pM 2,5
Amorce 2 20pM 2,5
H20 22,5

+4 uL 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 transgene, 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 a avoir recours aux accouplements avec des
femelles sauvages (les détails relatifs a la gestion de cette lignée sont décrits au chapitre 1 de la 2°me
partie). La température d’hybridation est de 65°C, pour ce génotypage nous avons amplifié a 32

cycles. L'alléle recombinant (300 bp) est amplifié par les amorces suivantes :

- 5'GTGGAGCTTTGTGAGGTCACAG 3' Acro

- 5'CAGCTTGCCGGTGGTGCAGATG 3' Acro-EGFP

Pour un échantillon/ul
Tampon 10X 5
5X Q-Solution 10
MgCI? 25mM 2
Dntp 10mM 1
Amorce 1 20pM 2,5
Amorce 2 20pM 2,5
H20 22,5
+4 uL ADN 4

Tableau 3: Protocole de génotypage des souris Acro-EGFP
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5. Protocole de mutagéneése et clonage

La séquence d’ADN d’intérét (Izumol murin) sans le codon stop a été fournie par Eurogentec
dans un plasmide vecteur pUC57- IZUM1_MOUSE. La séquence d'lzumol a été isolée apres digestion
du plasmide pUC57-IZUM1_MOUSE par les enzymes de restrictions Nhel et Xhol et insérée dans le
plasmide pEGFP-N1.

Pour obtenir le vecteur plzumo1-RFP, nous avons amplifié la séquence d’lzumo1l par réaction
de polymérisation en chaine (ou PCR) en utilisant les amorces afin de rajouter le codon stop par
mutagénese dirigée et I'avons sous-clonée dans le vecteur pCAGGS-RFP entre les sites Nhel et Xhol.

Ce plasmide nous a été généreusement donné par le Dr. Xavier Morin (IBENS, Paris).

a. Latransformation bactérienne par choc thermique

Les plasmides sont amplifiés (multipliés en plusieurs exemplaires identiques) grace a des
bactéries compétentes. Celles-ci sont des bactéries dépourvues de plasmide propre et sont traitées
de maniére a intégrer le plasmide cible.

Nous avons ajouté 0,5ug de chacun des trois plasmides (pUC57- IZUM1_MOUSE sans le
codon stop, pPCAGGS-RFP et pEGFP-N1) a 100uL 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 a 42°C pendant 10 secondes). Le plasmide est laissé
ensuite dix minutes en contact avec les bactéries a 4°C dans la glace afin de s’y incorporer. Une
premiére culture est obtenue par ajout de 300uL de milieu liquide Luria Broth (LB) sans antibiotiques.
Cette culture est transférée a 37°C durant une heure. Le tout est ensemencé sur milieu gélosé (LB
Agar) auquel est ajouté I'antibiotique approprié approprié (I'antibiotique correspondant a chacun
des deux plasmide est indiqué en annexe 2 pendant une nuit a 37°C. La sélection des bactéries ayant
intégré le plasmide se fait par I'antibiotique.

Le lendemain, les cultures ayant poussé la veille sont réensemencées en milieu liquide
additionné de I'antibiotique de sélection, celui-ci est remis en incubateur une nuit. L'extraction du
plasmide se fait le lendemain. Nous avons utilisé les systemes d’extraction de plasmides NucleoBond
Xtra Midi / Midi Plus de (MACHEREY-NAGEL) selon les indications du fabriquant.

b. Le sous clonage du plasmide plzumol-EGFP

Les solutions de plasmides obtenues avaient les concentrations suivantes :
e pUC-IZUMO1 :1169,6 ng/u L
e pEGFP-N1: 4400 ng/uL
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La séquence lzumol sans le codon stop (1-396) a été obtenue par digestion enzymatique
entre les sites Nhel et Xho1l par les enzymes de restriction Nhel et Xhol. La séquence a insérer a été
obtenue par digestion de 30 ug de pUC57- IZUM1_MOUSE par 30U de Nhel et 30U de Xhol dans
50uL de tampon final (New England Biolabs). La digestion a été faite 2h a 37°C. Les enzymes de

restriction ont été inactivés thermiquement a 65°C pendant 20 min.

Afin d’obtenir le vecteur ; 10 ug de plasmide pEGFP-N1 ont été digérés par 10U de Nhel et
10U de Xhol (New England Biolabs) dans 50uL de volume final (tampon fourni par le New England
Biolabs). La digestion a été faite pendant 2h a 37°C. Les enzymes de restriction ont été inactivés
thermiquement a 65°C pendant 20 min.

L'ADN vecteur a été déphosphorylé a I'aide d’une enzyme phosphatase (Fast AP Fermentas) a
10U pendant 15 min a 37°C puis 15 min a 75°C. Afin d’enlever I'enzyme alkaline phosphatase, le
fragment d'ADN déphosphorylé a été purifié par le systeme de purification "PCR Clean Up"
(MACHEREY-NAGEL). L’ADN extrait est élué dans 30uL d’eau DNA.

Les ADN linéarisés (vecteur et insert) ont ensuite été purifiés sur gel d’agarose 0,7 %
(protocole standard du systeme Macherey-Nagel).

Les bandes attendues sont :

e |zumol sans la séquence stop : 1197pb

seq partielle pUC izumo1.str

gi?zzea ?{'ttwe? 1635 lsulrtﬁ 438 M?Sso ==
Q e —
1197  Nhel 438 Xhol 1635 30 [F438 Nheee=
— 1635 X m—
e pEGFP-N1
pEGFP-N1.ape
Size site site? fMass ¢
4711 Xhol 613 Nhel 501 100
22 Nhel 591  Xhol 613 0 592 —
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Les quantifications par gel d’agarose confirment la présence des bandes attendues.

Les fragments d’ADN ont ensuite été extraits par le systeme d’extraction NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) selon les indications du fabriquant et dosés au
spectrophotometre :

lzumo1l:327 ng/uL

vecteur pEGFP-N1 : 155 ng/uL

L'insert et le vecteur sont ensuite mis dans une proportion de 3 pour 1 en présence de 1uL
d’enzyme ligase et de tampon de ligation (New England Biolabs) pour un volume final de 10uL. La
réaction a été effectuée durant 4 heures a 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 a 37°C. Le
lendemain 10 colonies ont été prélevées et ensemencées dans 3mL de milieu liquide LB avec
antibiotique. Les plasmides recombinants ont été obtenus par purification a I'aide des systemes 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 Nhel et Xhol et séparés par electrophorése. On retrouve les
bandes aux poids attendus soit 4700 pb pour le pEGFP-N1 et 1197pb pour Izumol sans la séquence
stop. Les plasmides recombinants ont été séquencés par la société GATC a I'aide des amorces
PEGFP_N1 5'CCGTCCAGCTCGACCAG3’ universelle et lzumol_Stop
5’GCTCGAGttaGTTTTCTGTTGCCTCGCTC3'. Le séquencage était correct.

c. Lesous clonage du plasmide plzumol-RFP
Les solutions de plasmides de départ avaient les concentrations suivantes :
- pUC-IZUMO1 : 1169,6 ng/uL
- pCAGGS-RFP : 2147,8ng/uL
e Obtention de la séquence Izumol compléte par mutagéneése dirigée
La séquence complete d’lzumol a été obtenue par mutagénese dirigée. La technique
consiste en I'amplification de I’ADN d’intérét a I'aide d’amorces simple brin qui ont la mutation
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 : 5 TTGCTAGCATGGGGCCGCATTTTAC 3’ et pour
I’amorce introduisant le codon « stop » 5 GGCTCGAGttaGTTTTCTGTTGCCTCGCTC 3’. Le produit PCR
est ensuite migré sur gel d’électrophorése afin d’en vérifier le poids et purifié comme décrit

précédemment.
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e 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 méme
protocole que pour le plzumol-EGFP. Les plasmides recombinants ont été séquencés par la société
GATC a 'aide des séquences pIRES-RP 5 TATAGACAAACGCACACCG 3’ universelle et Izumol_Stop 5’
GGCTCGAGttaGTTTTCTGTTGCCTCGCTC 3'. Le séquengage était correct.

148



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 a 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 utilisées sont d’un diameétre de 3um (a 2% preés 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 premiére fonctionnalisation avec de la biotine

- la streptavidination

i Lavage des billes
Cette étape a pour fonction d’augmenter le nombre de groupements OH a la surface des billes.
1. On fait bouillir la solution composée de 5% d’eau oxygénée (30%) et 95% d’eau, contenant les
billes suspendues, et dont le pH a été amené a 10,9 par ajout d’ammoniaque.
2. On centrifuge et on retire le surnageant.
3. Onrince plusieurs fois a I'eau par une succession de centrifugation et resuspension.
4. On resuspend dans du méthanol.
ii.  Silanisation des billes

Cette étape consiste a lier de maniére covalente des groupements amino-silanes a la surface du verre
par l'intermédiaire des groupements -OH du verre.
5. On fait incuber, pendant 1 heure, 1 ml de bille a température ambiante dans un mélange
contenant 45,6 ml méthanol, 0,4 ml d’acide acétique, 1,85 ml H20 et 1,15 ml AEAPTMS (N-2-
aminoéthyl-3-aminopropyltrimethoxysilane).
6. On centrifuge et on rince dans le méthanol.
7. On suspend les billes dans 2 gouttes de méthanol, puis on fait sécher sous flux d’argon, puis 10

minutes dans une étuve a 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 change progressivement I'environnement
de la bille du méthanol vers le PBS-290.
Les billes, recouvertes de groupements NH2 sont désormais prétes pour la biotinylation par réaction
avec les groupements NHS.

iii. Biotinylation des billes
Cette étape permet de recouvrir les billes de biotine avec une densité surfacique d’environ 10%.
9. On lave et on resuspend 100 ul 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 vy fait incuber les billes pendant 1 heure a température ambiante sous légere
agitation.
11. On rince et on resuspend dans la solution tampon TBS-316. On laisse incuber pendant 30 minutes
sous légere 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 exces par rapport

aux biotines portées par les billes.

b. Préparation de globules rouges biotinylés
Les globules rouges sont biotinylés par incubation en présence d’une solution de polyéthyléene glycol
avec biotine (NHS-PEG3400-biotine, Interchim, Montlucon, France) qui réagit avec les groupements
amines. Conservés a 4°C, les globules rouges sont utilisables pendant 2 a 3 semaines.
Le protocole est identique a celui de biotinylation des billes pour les étapes 9 a 12, en remplagant
I’étape 10 par une incubation des billes dans une solution de contenant 0,4 mg/ml de NHS-PEG3400-

biotine dans du CB-180.
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Role de la protéine spermatique Izumo1 dans 'interaction gamétique chez le murin

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 Izumol.lzumol 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 Izumol on three
different cell lines. We have then analyzed the interaction of lzumo1l-expressing cells and oocytes
with micromanipulation force measurement assays coupled to confocal imaging. We observed a
strong adhesion of cells expressing lzumol with membrane oocytes and quantified the interaction
kinetics. In addition, we generated a recombinant Izumo1l extracellular domain, to investigate
whether Izumo1 alone is sufficient to bind to the oocyte. We have probed the interaction of Izumo1l
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 lIzumol-expressing cells and oocytes. Finally, we observed that oocyte can interact
with multiple Izumol-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
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