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Résumé 

 

 

Les tapes d’adh sio  et de fusio  e t e l’o o te et le spe atozoïde so t des tapes 

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

aujou d’hui à p opos des p o essus ol ulai es ui sous-tendent la réussite de ces étapes. Ces 

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

ajeu  da s l’i te a tio  ga ti ue. A ce jour, la seule protéine membranaire connue dont 

l’a se e ause u  he  total de la f o datio  est la p ot i e spe ati ue Izu o .  

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

la superfamille des Immunoglobulines. Malgré son rôle cl  da s l’i te a tio  ga ti ue, ses 

p op i t s  fo tio elles e  ta t ue p ot i e d’adh sio , de fusio  ou a a t la apa it  d’o ga ise  

des seau  o p e a t des p ot i es de fusio  ’est pas e o e lu id . 

Dans cette étude nous nous sommes intéressés au ôle d’Izu o  da s l’i te a tio  

gamétique.  

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

su e p i es à la e a e de plusieu s lig es ellulai es. L’i te a tio  e t e es ellules 

exprimant la protéine et l’o o te a t  a al s e au o e  d’une technique de micromanipulation 

de ellules oupl e à l’i age ie o fo ale. Nous a o s ai si is e  ide e u e fo te adh sio  e t e 

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

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

apa le de se lie  di e te e t à l’o o te et o e t. Nous a o s so d  au o e  d’u e te h i ue 

fine de mesure de forces, le biomembrane force pro e, l’i te a tio  e t e u  Izu o  u i ue et 

l’o o te.  Ces e p ie es pe ette t de o fi e  ue ’est ie  Izu o  et o  u  pa te ai e ui 

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

o fo ale d’u  ovocyte interagissant avec des cellules surexprimant Izumo1-GFP, nous avons observé 

l’a u ulatio  d’Izu o -GFP da s la zo e d’adh sio . Le fait ue e p o essus se ep oduise lo s ue 

plusieu s ellules adh e t à l’o o te sugg e u’Izu o  poss de u e olécule partenaire 

la ge e t e p i e à la e a e de l’o o te a e  la uelle il i te agit pou  e  de l’adh sio .  
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« A d ou thought ou k e  all the e as to k o  a out fe tilizatio … » 

 (Shur et al. 2004) 

  



13 
 

 

  



14 
 

L’i fe tilit  est un problème majeur en santé publique car un nombre important et sans 

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

2008));  elle constitue un coût en soi s i po ta t.  L’i fe tilit   est d fi ie comme « l’i possi ilit  de 

o e oi  ap s  ois de appo ts se uels o  p ot g s, ou l’i possi ilit  de e e  u e g ossesse 

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

au  as o  u a les d’i fe tilit .  Da s % des as, l’i fe tilit  est de ause f i i e, da s % des 

as elle d’o igi e as uli e (Harper et al. 2008), dans 25% des cas les causes sont retrouvées chez les 

deux partenaires,  les % de as esta ts so t d’o igi e i expliquée. Depuis Le premier « bébé 

éprouvette »  ie  du he i  a t  fait. L’assista e médicale à la procréation (AMP) comprenant 

l’h pe sti ulation ovarienne, la fécondation in- it o, l’i je tio  i t a-cytoplasmique de 

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

d’e fa ts de naître. Mais l’AMP o aît de o eu  hecs. La  détresse psychologique engendrée 

pa  ette i fe tilit  et pa  le u des t aite e ts it atifs et o t aig a ts u’elle i pli ue est 

souvent extrêmement sévère et les coûts sociétaux importants.  

Dans sa définition biologique, l’i fe tilit  est l’échec du processus de fécondation. La 

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

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

reconnaître spécifiquement, adh e  l’u e à l’aut e et fusio e . Ces deux dernières étapes de la 

f o datio  so t sou e t eg oup es sous le te e g i ue d’i te a tio  ga ti ue.  Bie  ue 

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

sous-te de t l’i te a tio  des ga tes este t à lu ide .  

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

d’ide tifie  u  e tai  o e d’a teu s ol ulai es pote tiels i te e a t da s le p o essus de 

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

de o fi e  l’i pli atio  de plusieurs familles de protéines dans le processus de fusion. Cependant, 

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

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

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

être indispensables à la fusion (He et al. 2003; Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006). P i es d’Izu o  

et/ou de CD9, les gamètes ne sont pas apa les de fusio e . “i le ode d’a tio  de CD  a fait l’o jet 

de nombreuses études et tend à être de mieux en mieux connu, celui d’Izu o1 e  e a he ’est pas 

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

japo aise ui l’a d ou e te, o stata t son rôle incontournable dans le processus de fécondation, 

lui a donné le nom du Temple de la Fertlilité  « Izumo ». “o  i pli atio  et ode d’a tio  e  ta t ue 
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ol ule d’adh sio , de fusio , ou e o e o e o ganisateur membranaire d’aut es ol ules 

restent à déterminer et caractériser.  

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

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

et de i os opie o fo ale pou  o t i ue  à a a t ise  l’a tio  d’Izu o  da s l’i te a tio  

ga ti ue. Pou  d te i e  l’a tio  sp ifi ue de ette p ot i e, ous a o s is au poi t  

systè es e p i e tau  pe etta t d’ tudie  l’i te a tio  d’Izu o  a e  l’o o te, le p e ie  à 

l’ helle de la ol ule u i ue, le se o d, à l’ helle de la ellule. 

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

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

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

mâle ainsi que les étapes de la fécondation auxquelles nous nous intéressons : l’adh sio  et la fusio . 

Un second chapitre fera le point sur les différents acteurs protéiques de l’i te a tio  ga ti ue à 

l’e eptio  d’Izu o  au uel ous o sa e o s le hapit e .  

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

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

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

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

La t oisi e pa tie se a o sa e à l’app o he ellulai e ue ous a o s adopt e pou  

a al se  le ôle d’Izu o  à l’ helle de la cellule. Le premier chapitre de cette partie exposera la mise 

au poi t du od le d’ tude : la reche he de la lig e ellulai e, le lo age des e teu s d’e p essio  

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

esu e de fo e pa  i o a ipulatio  de ellules oupl e à l’i age ie o fo ale. Les sultats 

o te us et leu  dis ussio  fe o t l’o jet du de ie  hapit e.  

La uat i e pa tie e pose a l’a al se de l’i te a tio  d’Izu o  a e  l’o o te à l’ helle de 

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

protéine recombinante ECD-Iz  ui ous a se i de od le d’ tude. La te h i ue du Bio e a e 

Fo e P o e BFP  fe a l’o jet du se o d hapit e de ette pa tie. Les sultats o te us se o t 

exposés et discutés dans le troisième chapitre.  

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

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

po te a su  l’a al se des i te a tio s d elopp es pa  le do ai e e t a ellulaire que nous avons pu 

ett e e  ide e ou fute . Le se o d po te a su  l’ tude d’u e possi le i te a tio  a e  le 

cytosquelette.  
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La sixième partie explorera le rôle joué par Izumo1 au-delà de l’ tape d’adh sio . Les 

spermatozoïdes délétés de cette prot i e adh e t à l’o o te ais e fusio e t pas. De e fait 

Izu o  est o sid e o e joua t u  ôle da s la fusio  e t e le spe atozoïde et l’o o te, 

ous d i o s da s le p e ie  hapit e les sultats o te us ua t au ôle d’Izu o  e  ta t ue 

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

ha ges e a ai es e t e l’o o te et le od le ellulai e appela t le ph o e de 

t ogo tose et u  ph o e d’i te alisatio  de la ellule po ta t la p ot i e exogène proche de la 

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

respectivement.   

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

aborderons les ouvertures et perspectives possibles de ce travail.  
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e pa tie: I t odu tio  à l’i te a tio  ga ti ue 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

t a au  o sa s à l’appa itio  de la ie su  la pla te o t o t  ue la reproduction a débuté de 

faço  ase u e hez les fo es p i iti es, et e il  a e i o   illia ds d’a es ota e t hez 

les i us et les a h o a t ies et la plupa t des t es u i ellulai es… ,  la ep odu tio  se u e ’est 

apparue que plus tard,  il  a e i o   illio s d’a es.  

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

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

engendrer une cellule unique : le zygote ou œuf. “i le p o essus houe, les deu  ellules o t 

dégénérer rapidement (Wassarman 1999). L’i te a tio  e t e es deu  ga tes a fait l’o jet de 

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

protéiques qui sont mis en jeu.  

Cette pa tie se a o sa e à la p se tatio  de l’i te a tio  ga ti ue. Dans un premier 

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

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

t aite a des p o essus d’adh sio  et de fusio  et plus particulièrement des acteurs protéiques 

impliqués. La protéine spermatique Izumo1 fera, quant à elle, l’o jet du t oisi e hapit e.  
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Chapitre 1 / Les gamètes et la fécondation  

1. Le gamète femelle : l’ovo te II 

Les ovocytes se forment lors de la vie embryonnaire. Ils se ultiplie t et oisse t jus u’à la 

naissan e où e p o essus a s’a te . A ce stade,  les ovocytes sont appelés ovocytes I ou ovocytes 

p i ai es. Ils se o t ai si sto k s da s l’o ai e du a t toute la p iode de l’e fa e. La phase de 

atu atio  ed a e à la pu e t  lo s de l’o ulatio . L’o o yte primaire devient ovocyte II ou 

ovocyte secondaire.  

L’o o te « fécondable » uitte do  l’o ai e au stade d’o o te II.  Il est ep se t  Figu e . 

C’est u e ellule de g a de taille,  µ  de  diamètre chez la souris et 120 µm chez la femme, 

entourée d’u  a teau de  gl op ot i es )P , )P , )P  hez les a if es o  hu ai s et 4 

hez l’ho e )P , )P , )P , )P (Gupta & Bhandari 2011), appelé zone pellucide (ZP). La zone 

pellu ide joue u  ôle i po ta t e  p e a t la pol spe ie u  o o te ’est ia le ue s’il est 

f o d  pa  u  seul spe atozoïde . C’est gale e t essentiellement à son niveau que se fait la 

e o aissa e d’esp es u  spe atozoïde d’u e esp e e pou a pas t a e se  la )P d’u  

o o te d’u e aut e esp e . L’espa e o p is e t e la e a e plas i ue o o tai e et la zo e 

pellu ide )P  est appel  l’espa e p i itelli .  

La e a e toplas i ue de l’o o te est e ou e te de i o illosit s. Ce sont des 

protrusions e a ai es ai te ues pa  u  tos uelette d’a ti e. Elles pe ette t u e 

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

i te ie e t lo s de l’i te alisatio  de e de ie  (processus qui consiste e  l’i o po atio  du 

spe atozoïde à l’i t ieu  de l’o o te . Notre travail a été mené chez la souris. La membrane 

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

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

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

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

les spe atozoïdes adh e t oi s à l’o o te et  fusionnent peu ou pas  (Runge et al. 2007).  Les 

ovocytes humains sont dépourvus de zone amicrovillaire.  

Le toplas e de l’o o te II est i he e  o ga elles. Il s’agit su tout des ito ho d ies et du 

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

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

dans l’e p he e t de la pol spe ie : ils proviennent de l'appareil de Golgi et contiennent des 

glycosaminoglycanes, des phosphatases acides, des peroxidases et des protéases telle que 
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l’O asta i  (Burkart et al. 2012; Wessel et al. 2001). Cette de i e, ap s la p t atio  d’u  

p e ie  spe atozoïde e d la zo e pellu ide i p t a le pa  d’aut es spe atozoïdes (Talbot & 

Dandekar 2003).   

  

 

 

Figu e : /Vue s h ati ue d’u  ovo te II et ayant expulsé son premier globule polaire (Evans 2012). 2/ 

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

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

riche en organelles et est entouré de la zo e pellu ide. E t e l’ovo te et la zone pellucide se trouve l’espa e 

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

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

Les spe atozoïdes so t o eu  a  l’ovo te est d pellu id . Da s le as des ovo tes )P- ; plusieurs 

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

(Runge et al. 2007). 

L’o o te II est e tou  pa  u  uage ellulai e, le u ulus oopho us ui est composé 

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

at i e e t a ellulai e. Cette at i e e t a ellulai e est faite p i ipale e t d’a ide h alu o i ue 

Figu e . Ces ellules pe siste t jus u’à  heures après la fécondation (Familiari et al. 2006). Les 

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

émettent des extensions cytoplasmiques à travers la zone pellucide formant ainsi des « Gap 
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Junctions » ou jo tio s o u i a tes. Leu  p i ipale fo tio  est de ou i  l’o o te. Plus à 

l’e t ieu , se t ou e t des ellules ui o stitue t u e sous-population différente et qui forment le 

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

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

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

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

TNF- α . Des t a au  de f o datio  i  it o o t o t  ue de eilleu s tau  d’i pla tatio  

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

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

embryonnaire (Carrell et al. 1999).  

 

Figure 2: Ovocyte II non fécondé (image en 

microscopie  optique grossissement x 10). Les cellules 

du cumulus sont visibles. Elles forment un nuage 

autou  de l’ovo te.  

 

 

La se e d’o o tes se fo e lo s de la ie fœtale. Leur nombre baisse au cours de la vie 

jus u’à a t o plet lo s de la opause. Mais e dog e est depuis uel ues a es e is e  

uestio  et des tudes e tes o t o t  la possi ilit  d’u  e ou elle e t des o o tes hez les 

mammifères : Johnson et al. o t o t  la p se e d’u e di isio  itoti ue des go o tes ellules 

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

u e populatio  de go o tes p o e a t d’o ai es de sou is âg es de  à  jou s. La question est 

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

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

2. Le gamète mâle : le spermatozoïde 

Co pa ati e e t à l’o o te, le spe atozoïde de sou is est u e ellule de petite taille, 

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

intermédiaire (Figures 3a et 3b). Le battement de son flagelle rend cette cellule très mobile.  
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La tête o p e d esse tielle e t de l’ADN sous fo e t s o de s e et l’a oso e, 

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

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

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

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

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

mitochondrial), qui permettent de produire l’ e gie essai e à la o ilit  Figu e . Le flagelle, 

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

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

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

modifications biochimiques et fonctionnelles pe etta t l’a uisitio  de la otilit  et la apa it  de 

la p t atio  da s les diff e tes e eloppes de l’o o te (Borg et al. 2010). 

L’ ja ulat o p e d à % le li uide s i al e a t de la si ule s i ale, de la p ostate 

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

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

l’esp e. A l’a i e da s le agi , un grand nombre sera détruit par le milieu vaginal hostile aux 

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

u ueu  à l’e t e du ol. Ce bouchon muqueux va servir de filtre et éliminer les spermatozoïdes 

malformés ou anormalement motiles.  

 

Figu e a: “ h a de la t te d’u  spe atozoïde de 

souris. AC (région acrosomique) ; EQ (zone 

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

al. 2012). 

 

 

Les spermatozoïdes fraichement éjaculés sont immatures et ne peuvent pas féconder 

l’o o te. U e pa tie de ette atu atio  est effe tu e da s le t a tus g ital as uli , ais le 

spe atozoïde e se a elle e t f o da t ue lo s u’il au a effe tu  la fin de sa maturation dans 

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

esse tielle e t de l’ADN sous fo e o de s e. Elle est oiff e pa  l’a oso e. La pi e i te diai e e fe e 

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

capacitation, le flagelle effectue des mouvements amples e  oups de fouet sig a t l’h pe a tivit . Le flagelle 

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

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

13000X). A : Tête : esse tielle e t de l’ADN o de s . B : Pièce intermédiaire. C : Acrosome. D : Queue. 

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

C’est lo s de la e o t e da s les oies g itales fe elles ue les spe atozoïdes o t 

a o pli  leu  apa itatio . Il s’agit d’u  p o essus o ple e ui se p oduit g â e au  s tio s du 

tractus g ital f i i . L’o o te s te des su sta es hi iota ti ues, ota e t la 

progestérone,  pou  atti e  les spe atozoïdes jus u’à l’o idu te (Lishko et al. 2011; Harper et al. 

2008).  

La p ogest o e i duit gale e t la d pola isatio  de la e a e spe ati ue et l’e t e 

du calcium (C Patrat et al. 2000). L’i flu  de Ca + p oduit u e aug e tatio  de la o e t atio  e  

ad osi e o ophosphate li ue AMP  ui a pe ett e d’a oît e la otilité du 

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

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

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

deviennent « hyperactifs », a a t u  ou e e t de flagelle a ple et pa  sa ades. C’est u  

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

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

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

La apa itatio  peut t e i duite i  it o g â e à l’additio  d’ le t ol tes Ca +  et de 

l’al u i e da s des p opo tio s ui ep oduise t pa tielle e t les o ditio s des fluides f i i s (P 

E Visconti & Kopf 1998; B M Gadella 2008). C’est ette te h i ue ue ous a o s adopt  lo s des 

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

b. La réaction acrosomique  

La a tio  a oso i ue RA  est u  p o essus d’e o tose pa  fusio  des e a es 

plas i ue et e te e de l’a oso e. G a e à so  ou e e t hyperactif et à plusieurs enzymes dont 

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

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

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

glycoprotéine ZP3, traverse la zone pellucide et se et ou e da s l’espa e p i itelli  (van Gestel et 

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

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

effe tue sa a tio  a oso i ue lo s de la t a e s e du u ulus, d’aut es affi e t u’elle a lieu au 

o e t de l’adh sio  à la zo e pellu ide  (Yanagimachi 2011; Baba et al. 2002; Jin et al. 2011; 

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

pénétrer la zone pellucide. Microscopie électronique 

7000X. (Familiari et al. 2006).  

 

 

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

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

accomplissement (Nakanishi et al. 2001). “uite à l’afflu  i t a ellulai e de Ca +, l'a osi e et la 

h alu o idase o t t e li es. La h alu o idase a l se  la at i e d’a ide h alu o i ue et 

l’a osi e a h d ol se  u e gl op ot i e de la zo e pellu ide la )P . Les deu  aut es gl op ot i es 

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

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

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

 

 

Figure 5: Schéma des différentes étapes de la réaction acrosomique d’u  spe atozoïde apa it . i  : 

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

acrosome intact. (B)  fusio  e  de ultiples poi ts de la e a e e te e de l’a oso e ave  la e a e 

plasmique. (C) vésiculation (D) état final du spermatozoïde acrosome réagi : la pa tie a t ieu e de la t te ’est 

e ouve te ue pa  la e a e i te e de l’a oso e. Au niveau de la zone équatoriale se superposeront les 

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

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

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

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

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

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

peut être induite in vitro g â e à l’additio  d’ le t ol tes Ca +  (Nakanishi et al. 1999). 
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Chapitre 2 / L’adh sio  et la fusio  da s l’i te a tio  ga ti ue et les a teu s 

moléculaires 

Pe da t lo gte ps l’i te a tio  ga ti ue a t  assi il e à la seule tape de fusio  des 

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

e t e les deu  tapes d’adh sio  et de fusio  (Evans 2012) a  l’adh sio , précédant la fusion, joue 

u  ôle à pa t e ti e et esse tiel da s le p o essus de f o datio . Pa  ailleu s, l’i te a tio  e t e 

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

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

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

es a is es d’adh sio  et de fusio , i te ie e t gale e t voire principalement à travers des 

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

1. L’adh sio  et la fusio  ellulai e 

a. L’adh sio  ellulai e 

L’adh sio  d’u e ellule à une autre cellule ou à la matrice extracellulaire est fondamentale 

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

embryonnaire et le processus de fécondation (Thiery 2003). Mais les ph o es d’adh sio  

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

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

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

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

ui pe et le ai tie  de l’ho ostasie (Costa & Parsons 2010; Wozniak et al. 2004). 

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

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

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

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

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

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

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

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

(Martinez-Rico et al. 2005; Evans & Ritchie 1997).  
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Dans le cadre de la fécondation, l’adh sio  i te ie t ua d le spe atozoïde a a t t a e s  

la zo e pellu ide a i e au o ta t de la e a e toplas i ue de l’o o te et adh e. 

L’ aluatio  de l’adh sio  du a t la f o datio  est d li ate. Le a ue d’i fo atio  o e a t le 

processus d’adh sio  des ga tes et la diffi ult  à a a t ise  ette tape de la f o datio  pa  les 

techniques de biologie t aditio elles a ait oti  l’ uipe à ett e au poi t u e app o he 

e p i e tale issue de la ph si ue pe etta t d’ tudie  sp ifi ue e t l’adh sio  e t e u   

spermatozoïde et un ovocyte unique  permettant de sonder directement et quantitativement 

l’adh sio  e t e les deu  ga tes isol es, o e ’est le as da s la atu e. Dans le cadre de la 

th se d’A toi e J gou, il a été montré que plusieu s t pes d’adh sio  e istaie t e t e le 

spermatozoïde et l’o o te, 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 

so t p se tes au i eau de la zo e a t ieu e su  la e a e i te e de e ui fut l’a oso e et 

au i eau de la zo e uato iale. C’est au i eau de ette gio  ue l’adh sio  o duisa t à la 

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

b. La fusion cellulaire   

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

et e  l’u io  de deu  o pa ti e ts disti ts. C’est u  ph o e sp ifi ue a e  u  

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

hétérotypique (deux cellules différentes : ’est le as de la f o datio  ou ho ot pi ue pa  

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 phé o es d’e o tose,  les 

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

ito ho d ies… La fusio  joue également un rôle prépondérant dans l’i fe tio  i ale pou  la e ue 

(Martens & McMahon 2008)).  

 Da s la f o datio  le d ut de la fusio  se t aduit pa  l’a t de l’h pe a tivité (arrêt du 

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

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

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

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

e a e i te e de l’a oso e  est i te alis e pa  u  a is e t s p o he de la phago tose 

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

l’i te a tio  ga ti ue e pe ettent le plus souvent pas de discriminer celles jouant un rôle dans 

l’adh sio  p da t la fusio  de elles i te e a t di e te e t da s la fusio . Les mécanismes 

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

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

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

p ot i ues e t e l’o o te et le spe atozoïde et e d s l’a i e du spermatozoïde da s l’espa e 

périvitellin a a t e u’il  ait  fusion entre les membranes. Néanmoins, le rôle joué par ces 

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

Comme mentionné plus haut, u e fois u’u  spe atozoïde a adh  et fusio , il de ie t 

p i o dial, pou  la ia ilit  de l’œuf, de e laisse  au u  aut e spe atozoïde e t e . L’œuf s’a ti e 

alors et une cascade de réactions est déclenchée pour aboutir à l’e p he e t de la pol spe ie.  

 

 

Figure 6 : A/ Fusio . Le spe atozoïde adh e à l’ovo te ta ge tielle e t pa  so  seg e t uato ial.  Il est 

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

électronique 27300X. (Familiari et al. 2006). B/ Représentatio  s h ati ue de l’i te a tio  e t e le 

spe atozoïde et l’ovo te. a  Le o ta t a lieu e t e le spe atozoïde et les villosit s de l’ovo te;  la fusio  

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

i t g e à l’ovo te pa  u  a is e p o he de la phago tose. Au final, tout le «contenu» du spermatozoïde 

est intégré au cytoplasme de l'ovocyte. Adapté de Yanagimachi (1994). 
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2. Les acteu s p ot i ues i pli u s da s l’i te a tio  ga ti ue  

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

u  ôle da s l’i te a tio  ga ti ue (Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006; Evans 2012; Inoue et al. 

2011). La d te i atio  des ol ules a didates a d ut  pa  l’utilisatio  des anticorps bloquants 

lo s d’e p ie es de f o datio  i -vitro. Plus récemment les travaux de protéomique ont permis, 

e  plus d’ide tifie  d’aut es ol ules, de o t e  ue les ol ules a didates  a aie t u e a ti it  

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

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

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

acteurs supposés clé de la f o datio   a e suite e is e  ause l’i pli atio  de e tai es protéines 

et pe is d’appo te  des po ses ua t à l’i po ta e d’aut es (Miyado et al. 2000; Le Naour et al. 

2000; Inoue et al. 2005).  

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

i pli u es da s l’i te a tio  spe atozoïde o o te e  etta t e  a a t leu  ôle da s l’i te a tio  

gamétique.   

a. Les acteurs ovocytaires 

i. Les tétraspanines : CD9 et CD81 

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

i pli u es da s le p o essus d’i te a tio  ga ti ue.  

 La famille des tétraspanines  

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

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

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

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

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

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

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

lesquels elles agissent ne sont pas complètement élucidés.  

U e a a t isti ue la ge e t d ite est leu  apa it  à i te agi  e t e elles et a e  d’aut es 

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

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

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

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

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

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

d elopp es e  Cis, les t t aspa i es peu e t gale e t o stitue  des epteu s à d’aut es 

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

 Leur structure  

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

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

et deu  ou les e t a ellulai es : u e lo gue et u e ou te oi  la Figu e  pou  l’illust atio  : la 

tétraspanine CD9).  

Plusieurs modifications post-traductionnelles ont été rapportées dont la palmitoylation 

(Charrin et al. 2002; Yang et al. 2004), la gl os latio  seule la CD  ’a pas de site de N-

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

l’i po ta e da s la f o datio  se a o u e plus loi  .  

 

Figure 7/ E e ple de la st u tu e d’u e 

tétraspanine : structure de la tétraspanine CD9.  

Glycoprotéine transmembranaire de 228 acides 

aminés ayant quatre domaines transmembranaires, 

deux queues cytoplasmiques courtes  en N-  et en C-

terminal et deux boucles extracellulaires ; une 

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

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

al. 2011). 

 

 Rôle de CD9 et de CD81 dans la fécondation  

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

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

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

e a he la p se e d’anticorps anti-CD81 et anti-CD9 augmentent la formation des syncitia de 

cellules infectées par le VIH- , l’hyper-expression de CD9 chez des cellules infectées par le HIV-1 



32 
 

diminue la transmission intercellulaire de ce dernier  (Weng et al. 2009; Krementsov et al. 2009). CD9 

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

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

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

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

preuve a été expérimentale : l’a ti o ps o o lo al JF  dirigé contre CD9 inhibe la fusion gamétique 

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

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

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

fusio  des ga tes. . Lo s d’e p ie es de fécondation in-vitro, les spermatozoïdes adhèrent à 

l’o o te CD -/- mais ne peuvent fusionner. En revanche, e  s’aff a hissa t de ette tape de 

fusion en injecta t u  spe atozoïde di e te e t da s le toplas e de l’o o te CD -/-,  le 

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

2000; Ziyyat et al. 2006).   

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

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

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

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

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

est e o e sujette à d at et a t  de i e e t o t edite pa  l’ uipe de Mi ado (Ohnami et al. 

2012).  

“i l’i po ta e de es  p ot i es da s le p o essus de fusio  est lai e e t ta li, les 

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

scénarios ont notamment été proposés pour la tétraspanine CD9 :  

 Une action en CIS : CD9 interagit a e  d’aut es p ot i es de la e a e o o tai e 

d eloppa t des i te a tio s e  Cis. Ces o ple es ol ulai es joue aie t le ôle d’u e 

platefo e d’adh sio  solide pe etta t la fusio . Da s le ad e de la th se d’A toi e J gou, 

notre équipe a montr  ue CD  o ga isait des sites d’adh sio  pe etta t de sta ilise  le  

spermatozoïde plaqué à l’o o te, e ui ’est pas le as e  l’a se e de CD  (Jégou et al. 2011).  

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

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

immunoglobulines sécrétée par le placenta (Waterhouse et al. 2002; Ellerman et al. 2003). Il 
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’est do  pas e lu ue CD  puisse interagir avec un membre de la superfamille des 

immunoglobulines présent à la surface du spermatozoïde.  

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

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

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

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

ii. Les Intégrines 

 La famille des Intégrines  

Les intégrines sont une famille de récepteurs transmembranaires impliqués dans les 

p o essus d’adh sio  ellule-cellule, dans la migration, la division et la réponse au stress mécanique 

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

(Tamkun et al. 1986).  

 Leur structure  

Les intégrines sont des protéines transmembranaires formant des hétérodimères constitués 

d’u e sous u it  α et d’u e sous u it  β li es d’u e a i e o ale te.  sous u it s α et  sous 

u it s β o t té décrites à ce jour, les différentes combinaisons connues donnant 24 intégrines 

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

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

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

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

Les intégrines so t li es au tos uelette pa  le iais d’aut es p ot i es telles que la taline, la 

paxiline et la i uli e ui se fi e t à l’a ti e F. Cette adh sio  se fait pa  le iais de la sous u it  β et 

permet la t a sdu tio  de sig au  e t a ellulai es e s l’i t ieu  de la ellule (Brakebusch & Fassler 

2003; Geiger & Bershadsky 2002). L’a ti atio  de l’i t g i e se fait pa  le iais d’u  ha ge e t de 

sa conformation qui va entrai e  le d as uage d’u  site d’adh sio . La liaiso  au epteu  a se 

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

u it  u it  α et d’u e sous u it  β li es d’u e 

manière covalente. A gau he l’i t g i e da s 

sa conformation inactive, à droite dans sa 

conformation activée (elle se lie alors au 

cytosquelette). La liaison au récepteur va se 

faire par la sous-u it  α (Schwartz 2001). 

 

 

 Rôle des intégrines dans la fécondation  

Leu  ôle da s l’i te a tio  ga ti ue a t  appo t  pou  la p e i e fois pa  Al eida et al. 

e  , ui a ide tifi  l’i t g i e α β  lo s d’e p ie es d’i hi itio  de FIV pa  l’a ti o ps GoH , 

anticorps bloquant (Almeida et al. 1995). L’i t t pou  ette fa ille de p ot i es a aug e t  lo s 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-La ge et al. o t o t  ue l’i t g i e α β  tait gale e t 

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

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

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

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

u du g a d o e des e es de ette fa ille il ’est pas e lu u’e  l’a se e d’u e i t g i e, 

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

iii. Les Ancres membranaires : GPI-anchored proteins  

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

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

Anchored Protein (GPI-AP“ da s l’i te a tio  ga ti ue a t  d ou e t lo s d’e p ie es 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 spermatozoïdes is e  p se e d’o o tes a a t su i 

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

al. 1999).    

La génération de lignées délétées de ces protéines u i ue e t da s l’o o te montre que 

les spe atozoïdes s’a u ule t da s l’espa e p i itelli  sa s fusio e . Les e p ie es de 

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

u  tau  d’adh sio  di i u  de % (Alfieri et al. 2003). 

b. Les acteurs spermatiques  

i. La protéine Izumo1  

La p ot i e Izu o , o stitua t l’o je tif de ot e t a ail, fe a l’o jet du hapit e  ui 

suivra. 

ii. Les ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease) 

 La famille des ADAMs  

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

t a s e a ai es a a t is e i itiale e t g â e à des tudes d’a alogie a e  des 

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

d ou e tes à la su fa e de spe atozoïdes de o ho  d’i de (Wolfsberg & White 1996; Primakoff et 

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

« métalloprotéase » et un domaine «désintégrine ».   

 Leur structure  

Ce so t des gl op ot i es t a s e a ai es d’e i o   a ides a i s ui o t la 

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

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

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

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

longueur variable (Alfandari et al. 1999; Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006; Inoue et al. 2011).  
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Figu e : Vue s h ati ue d’u e p ot i e de la fa ille ADAM. P ot i e t a s e a ai e a a t  do aines 

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

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

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

 

 

 Rôle des ADAMs da s l’i te a tio  ga ti ue  

 La fertiline ou le complexe ADAM1/ADAM2 

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

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

e p ie es d’i u o-p ipitatio  o t o t  ue la fe tili e β d eloppait u e liaiso  e  T a s 

a e  l’i t g i e α β  o o tai e (Eto et al. 2002). Ces résultats ont alors été étayés par des tests 

d’i hi itio  de la f o datio  ui o t o t  u e aisse i po ta te du tau  de f o datio  ais 

celle-ci était toutefois encore possible. La g atio  de sou is ko pou  la fe tili e β a révélé 

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

stérilité complète (Nishimura et al. 2001). 

 La Cyristetine ADAM3  

Les expériences d’i hi itio  de la f o datio  i - it o o t o t  u’e  lo ua t le do ai e 

d si t g i e d’ADAM  o t o se ait % de aisse du tau  d’adh sio  et % de aisse du tau  de 

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

o t e t pas de st ilit  totale. Cette p ot i e se le t e i pli u e da s le p o essus d’adhésion 

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

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

p ot i es joua t u  ôle l  da s l’i te a tio  ga ti ue. Mais l’appo t des t a au  su  les lig es 

t a sg i ues KO a o t  ue ie  u’elles se le t joue  u  ôle i po ta t da s l’i te a tio  

ga ti ue leu  a se e ’e t ai e pas de st ilit  totale. Leu  ôle da s l’adh sio /fusio  ’est pas 

complètement élucidé.  

iii. SPESP1 (Sperm Equatorial Segment Protein) 

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

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

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

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

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

 

1. Izumo1 est une protéine clé de la fécondation 

E   l’ uipe de Masa u Oka e au Japo  et e  ide e u  a tig e spe ati ue ui 

réagit spécifiquement avec un anticorps monoclonal anti-sou is, l’OBF . Cet a ti o ps a la 

pa ti ula it  d’i hi e  la fusio  e t e u  spe atozoïde et u  o o te (Okabe et al. 1988; Okabe et 

al. 1987). Les spe atozoïdes is e  p se e d’o o tes d pellucidés (dont la zone pellucide a été 

enlevée) p i u s a e  l’OBF  so t apa les d’adh e  à leu  e a e ais la fusio  ’a pas 

lieu. En 2005, l’ uipe d’Oka e confirme le a a t e i dispe sa le d’Izu o   da s l’i te a tio  

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

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

stériles. E  d pit d’u  o po te e t se uel sta da d et de spe atozoïdes de morphologie et 

motilité normales, l’a al se des o o tes p le s hez des femelles sauvages 24 heures après 

accouplement avec un mâle Izumo1-/- o t e ue les spe atozoïdes s’a u ule t da s l’espa e 

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

est faite e  alisa t i  it o des i s i atio s d’o o tes d pellu id s pa  des spe atozoïdes 

Izumo1-/- (Figure 10). En revanche, en court-circuitant l’ tape de fusio  g â e à l’i je tio  d’u  

spermatozoïde Izumo -/- directe e t da s le toplas e d’u  o o te sau age, la f o datio  se 

poursuit normalement donnant naissance à des portées viables présentant les caractéristiques 

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

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

terme donnant naissance à des individus normaux. L’i du tio  d’Izu o da s les spermatozoïdes 

Izumo -/- restaure totalement la fertilité.  

La d l tio  d’u  g e pouvant interférer a e  l’e p essio  d’aut es g es ; l’ uipe d’Oka e 

s’est intéressée au tau  d’e p essio  su  les spe atozoïdes Izu o -/- d’aut es p ot i es 

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

d’e p essio  d’ADAM , CD  et sp  ’est pas affe t  pa  la d l tio  d’Izu o. 



39 
 

 

Figure 10 : Les spermatozoïdes Izumo-/- e f o de t pas ais adh e t à l’ovo te.  /Ovocyte dépellucidé 

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

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

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

 

Les ovocytes de hamster dépellucidés pouvant être fécondés par des spermatozoïdes 

humains (Lee et al. 1997), l’i pli atio  d’Izu o  da s la st ilit  hez l’ho e a t  test e e  

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

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

ai si u’Izu o  puisse être i pli u  da s la st ilit  hez l’ho e  (N. Inoue et al. 2005). 

Les diff e ts t a au  po ta t su  le ôle d’Izu o  da s la f o datio  hez l’ho e te de t 

à o t e  u’Izu o  pou ait o stitue  u e piste i t essa te pou  la o t a eptio , ais au u  de 

es t a au  ’a a outi à u e appli atio  di ale o te hez l’hu ai  (Wang et al. 2009; 

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

 

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

totale (N. Inoue et al. 2005). L’ uipe d’Oka e lui do e le o  d’Izu o e  l’ho eu  du te ple 

dédié au mariage (Inoue et al. 2005). 
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2. P op i t s st u tu ales d’Izu o  

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

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

poss de t u  ou plusieu s do ai es i u oglo uli e, t s o se s, issus de l’e p essio  de g es 

olua t d’u  g e a est al o u  (Weinman & Méhul 2004). Cette famille de glycoprotéines 

comprend de très nombreux membres 765 membres connus chez l’ho e,  hez la ou he et 

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

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

d’adh sio , l’u  des p o essus d’adh sio  le plus i po ta t est la liaiso  a tig e-anticorps.  

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

110 acides aminés constitu  de deu  feuillets β a tipa all les, 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 peu e t alise  des liaiso s e  T a s a e  d’aut es e es 

de la superfamille des immunoglobulines (liaisons homotypiques) ou a e  d’aut es ol ules  telles 

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

o stitue  des o ple es p ot i ues d’adh sio . Le domaine immunoglobuline est également 

i pli u  da s l’adh sio  ellule-cellule (Brümmendorf & Lemmon 2001; Aricescu & Jones 2007; Kulin 

et al. 2002; Springer & Wang 2004).  

b. Ce ue l’o  sait de la st u tu e d’Izu o   

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

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

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

comprenant 8 résidus cystéines hauteme t o se s ui pe ett aie t la fo atio  d’u  u i ue 

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

es otifs st i es laisse suppose  la fo atio  de  h li es α da s sa st u tu e se o dai e. Izumo1 

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

al. 2005; Kim et al. 2013).  
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 Figure 11 : A/ Dessi  s h ati ue d’Izu o tel ue d it pa  l’ uipe d’Oka e. Izu o  est u e p ot i e 

t a s e a ai e a a t u  peptide sig al pe etta t l’ad essage de la p ot i e à la e a e  e  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’Izu o  : glycoprotéine transmembranaire de 397 acides aminés. Le 

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

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

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

phosphorylation. 

c. La famille Izumo 

L’ uipe A i ai e de M les et P i akoff s’est gale e t i t ess e à la p ot i e Izu o . 

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

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

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

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

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

d’ho ot pie des e es de ette fa ille est o stitu e de  a ides a i s et a été appelée le 

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

i u oglo uli e. Des e p ie es d’i uno-marquage suggèrent que l’e p essio  de l’u  des 

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

sur des spermatozoïdes Izumo1 délétés (Ellerman et al. 2009).  
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Figu e : Les e es de la fa ille Izu o tels ue d its pa  l’ uipe de M les et P i akoff e  . T ois 

nouveaux membres de la famille Izumo ont été mis en évidence. Ils ont avec Izumo1 u  do ai e d’ho opt pie 

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

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

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

d. La formation de ponts covalents : le pont disulfure  

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

& Civetta 2012). Les expériences de fécondation in- it o e  p se e d’a ti o ps lo ua ts di ig s 

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

al. 2009).  

 ôle possi le da s l’i te a tio  gamétique 

Ces sultats laisse t à pe se  u’Izu o  puisse t e i pli u  da s u e adh sio  e  T a s 

entre le spermatozoïde et l’o o te. Mais à e jour aucune protéine ovocytaire ’a t  d ite 

comme interagissant avec ce domaine immunoglobuline.  

e. La glycosylation  

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

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

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

l’adh sio  ellulai e, le t a spo t et l’ad essage des p ot i es à la e a e ou e s les si ules 

(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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 ôle possi le da s l’i te a tio  gamétique 

Afin de déterminer le rôle de la N-gl os latio  da s l’i te a tio  spe atozoïde-ovocyte, 

l’ uipe japo aise d’Oka e a généré une lignée transgénique (N204Q-IZUMO) exprimant une 

protéine Izumo1 non glycosylée sur un fond infertile de souris Izumo1 -/-, ai si u’u e lig e 

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

l’e p essio  d’Izu o  gl os l e ue o  gl os l e estau e la fe tilit  des âles, o t a t ue la 

gl os latio  ’est pas i dispe sa le au p o essus de fusio  des ga ètes. Néanmoins, les taux de 

f o datio  issus de FIV faites a e  des spe atozoïdes e p i a t la fo e o  gl os l e d’Izu o1 

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

forme glycosylée de la protéine. Par ailleu s, l’ uipe o t e que la quantité de N204Q-Izumo1 

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

ais u’au fu  et à esu e de la atu atio  du spe atozoïde da s l’ pidid e, la ua tit  de 

N204Q-Izumo1 diminue fo te e t pa  appo t à elle d’Izumo1 glycosylée. Ils en concluent que la N-

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

spe atozoïdes da s l’ pidid e e  la p ot gea t p o a le e t de la protéolyse par les protéases 

acrosomique (Inoue et al. 2008).  

f. La phosphorylation  

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

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

système de signalisation hormonal et calcique.  

L’ uipe de Miles et  P i akoff est la p e i e à a oi  o t  ue la phosphorylation a lieu 

sur Izumo1et à sugg e  so  i pli atio  da s la elo alisatio  d’Izu o1 et à la membrane plasmique 

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

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

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

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

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

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

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

a e  les t a au  d’I oue et al. (Inoue et al. 2005) montrent alors que la forme de 56 kD est la forme 

non phosphorylée et u’elle ’est e p i e u’au i eau de la t te des spe atozoïdes acrosome 

réagi, la forme phosphorylée étant absente après la réaction acrosomique. Afin de mettre en 
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évidence les sites probables de phosphorylation, ils génèrent des anticorps dirigés contre la partie 

tosoli ue d’Izu o  : la séquence CDFNSDYSGDKSEATEN (cf. Annexe1) et confirment ainsi 

u’Izu o  est phospho l e au i eau de sa ueue tosoli ue (Ellerman et al. 2009).  

 

Figure 13: Gel SDS, Izumo1 est révélée par des 

anticorps polyclonaux de lapin. A gauche le 

doublé 56/60 Kd. A droite migration  en présence 

de phosphatase alcaline seule la bande à 56 kD 

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

 

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

des spe atozoïdes da s l’ pidid e et u’elle o t toutes lieu su  u e t s ou te po tio  de la 

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

al. 2012).  

 

Figure 14: Schéma Indiquant les sites de 

phospho latio  d’Izu o  lo s des 

différents stades de maturation du 

spe atozoïde da s l’ pidid e. A/ 

T te de l’ pidid e. B/ Queue de 

l’ pidid e. Adapt  de (Baker et al. 

2012) 

 

 

 ôle possi le da s l’i te a tio  gamétique 

Cette odifi atio  post t adu tio elle se le joue  u  ôle da s la elo alisatio  d’Izu o  

ais il ’  a pas de t a au  o t a t lai e e t so  i pli atio  directe da s l’i te a tio  ga ti ue.  
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g. La formation de complexes Izumo  

L’a al se de l sats de spe atozoïdes et la ig atio  sous o ditio s d atu a tes o t 

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

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

t i es et des t t a es. Les di es o t gale e t t  et ou s hez le at et hez le po . Il ’  

a pas de t a au  appo ta t ette a al se hez l’ho e. 

L’e p essio  d’Izu o  e o i a t t o u  e  différentes régions (extracellulaire, 

t a s e a ai e ou tosoli ue  a o t  u’Izu o  fo e des ho odi es da s sa gio  

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

’ ta t pas i pli u .  

Les tri et uad i es d’Izu o  ua t à eu  o t t e fo s g â e à leu  do ai e 

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

l’Izu o  du po  (Ellerman et al. 2009; Kim et al. 2013).  

 ôle possi le da s l’i te a tio  gamétique 

Le ôle jou  pa  de es o ple es p ot i ues ’a pas t  tudi . Nous pou o s toutefois 

e isage  u  effet oop atif ui pe ett ait d’aug e te  le lie  e t e le spe atozoïde et l’o o yte 

lo s du p o essus d’adh sio /fusio .   

 

 

Figure 15:  “ h a ep se ta t la fo atio  d’ho o-di es et d’ho o uliti es selo  (Ellerman et al. 

2009). 
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h. Interaction avec les autres protéines 

Au u  des t a au  e ts as s su  l’app o he p ot o i ue utilisa t la spe t o t ie de 

asse ’a appo t  la p se e de p ot i es i te agissa t e  t a s a e  Izu o . E  e a he, sa 

capacité à interagir en Cis a e  d’aut es ol ules u’elle-même a été mise en évidence (Ellerman et 

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

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

protéine spermatique Angiotensin- o e ti g e z e  A e . Toutefois la g atio  d’u e lig e 

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

plus u e elo alisatio  d’Izu o l g e e t diff e te de elle de la lignée sauvage (Inoue et al. 

2010). 

 ôle possi le da s l’i te a tio  gamétique 

L’i te a tio  a e  d’aut es p ot i es de la su fa e spe ati ue sugg e u’Izu o  

d eloppe des i te a tio s e  Cis a e  d’aut es p ot i es ui peu e t t e elles-mêmes des 

p ot i es d’adh sio  ou de fusio .  Ce ui ’e lut pas la possi ilit  d’u e a tio  en Trans également.  

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

propriétés de relocalisation et de diffusion 

a. Izumo1 est une protéine de la tête spermatique 

En utilisant une lignée de souris transgénique exprimant une étiquette EGFP su  l’a osi e, 

l’ uipe d’Oka e o state u’Izu o  ’est p se t su  la e a e plas i ue du spe atozoïde 

u’u e fois u’il a fait sa a tio  a oso i ue. Cette p ot i e est e clusivement localisée sur la tête 

du spermatozoïde (Inoue et al. 2005). L’ uipe de M les et P i akoff le o fi e e  a al sa t 

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

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

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

Che , l’ uipe d’Oka e appo te u  ou el lai age ua t à la dist i utio  d’Izu o da s le 

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

les membranes acroso ales i te e et e te e Figu e  A  do  p ot g e de l’e i o e e t 

e t ieu  jus u’à l’a o plisse e t de la a tio  a oso i ue. Au cours de cette réaction Izumo1 

su it u e elo alisatio  su  la e a e plas i ue où elle de ie t do  e pos e à l’environnement.  
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Izu o  se pa d alo s su  l’e se le de la t te et o t e u e te da e à se asse le  au i eau 

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

La elo alisatio  d’Izu o  est asso i e à u e s i e ki ase sp ifi ue du testi ule (TssK6). La 

g atio  d’u e lig e de sou is t a sg i ue d l t e de ette ki ase o t e u’elle est essai e 

à la elo alisatio  d’Izu o  au o e t de la a tio  a oso i ue. Les spe atozoïdes issus de 

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

(Sosnik et al., 2009).   

 

 

Figure 16: A/“ h a d’u  “pe atozoïde Izu o -mCherry. A gauche la tête du spermatozoïde avec les trois 

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

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

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

elo alisatio  d’Izu o  au cours de et après la réaction acrosomique. Au moment de la réaction acrosomique, 

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

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

préférentiellement au niveau de la région équatoriale.(Satouh et al. 2012). 
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c. Izumo1 est une protéine qui se elo alise ve s l’ovo te ?   

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

spermatozoïdes débutent le processus de fusion avec la e a e plas i ue de l’o o te au i eau 

de la zo e uato iale. L’ uipe d’Oka e a sui i la d a i ue de elo alisatio  d’Izu o  g â e aux 

spermatozoïdes de la lignée Izumo1- Che  lo s d’e p ie es de f o datio  i -vitro avec des 

ovocytes dépellucidés a observé la relocalisation d’Izu o  au i eau de la e a e de l’o o te 

puis u e diffusio  d’Izu o  à pa ti  de la zo e de o ta t da s la membrane ovocytaire (Figure 17). 

E  o se a t le fil  p se t  pa  l’ uipe, ous e pou o s ti e  les es o lusio s, il se le au 

o t ai e u’Izu o  este fi es e  pat hs au i eau de la zo e où l’adh sio  a eu lieu. Le film 

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

 

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

sec : i itiatio  de la fusio . Au te ps  se  l’* i di ue la diffusio  d’izu o  au o e t de la fusio  (Satouh 

et al. 2012). 

d. Izumo1 une protéine de fusion ?  

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

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

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

p se e de si ules d’i te alisatio  fo es pas la e a e o o tai e e glo a t la e a e 

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

18) (Satouh et al. 2012). La p se e d’Izu o  au i eau de la zo e de fusio  et au i eau des 

si ules d’i te alisatio  a permis à Okabe et al. de conclure quant à son implication dans le 

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

un ovocytecd9-GFP dépellucidé. Imagerie Confocale. 

Les flèches indiquent Izumo1 au niveau de la vésicule 

d’i te alisation. A 29 min Izumo1 a disparu (Satouh 

et al. 2012). 

 

4. Conclusion  

Izu o  est u e p ot i e l  de l’i te a tio  gamétique. Son rôle en tant que protéine 

d’adh sio  ou p ot i e de fusio  ou gulateu  d’aut es p ot i es de fusion est encore à déterminer. 

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

qui suggère la possi ilit  d’u e liaiso  e  T a s a e  u  pa te ai e o o tai e. U e telle e tualit  a 

sou e t t  o u e ais à e jou  au u e p ot i e de la e a e o o tai e ’a t  d ite 

comme telle. Il est par ailleurs reconnu u’Izu o  développe des liaisons e  Cis a e  d’aut es 

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

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

une plus forte concentration au niveau de la zo e uato iale. O  le spe atozoïde a o de l’o o te 

pa  ette gio  de la t te au o e t de l’adh sio . Cette o e t atio  au i eau de la zo e 

équatoriale semble critique pour le bon fonctionnement du processus de fusion.   



50 
 

5. Schéma récapitulatif des principaux acteurs protéiques (Figure 19)  

 

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

d’adh sio /fusio  ga ti ue. Adapt  de (Gadella & Evans 2011). 

I. Sur le spermatozoïde  

1. Izumo1 : Seule protéine de la membrane spermatique do t l’a se e e t ai e u e st ilit  

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

f o datio . Elle d veloppe des i te a tio s e  Cis ave  d’aut es p ot i es telles ue l’ACE . 

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

ôle e  e fo ça t l’adh sio . “o  ôle e  ta t ue fusog e, d’o ga isateu  de fusog e ou 

de p ot i e d’adh sio  est e o e à lai i .  

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

l’i t g i e α β  ovo tai e. La g atio  de lig es t a sg i ues o t e u  d faut de 

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

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

protéine montrent un défaut de fusion.  

 

 

II. “u  l’ovo te 

1. La t t aspa i e CD   est u e p ot i e u iale de l’i te a tio  ga ti ue. “o  a se e 

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

l’ovo te CD  KO ais e peuve t fusio e . T ois s a ios o t t  p opos s : 1/Une action 

en CIS  e  i te agissa t ave  d’aut es p ot i es de la e a e ovo tai e. Elle serait à 

l’o igi e de platefo es d’adh sio  pe ette t  d’i dui e la fusion ; Les principaux 

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

immunoglobulines. 2/Une action en Trans : CD  pou ait o stitue  u  epteu  d’u e 

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

structure des microvillosités. 

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

gale e t p se tes à la su fa e des spe atozoïdes. L’i validatio  des gènes pour ces 

p ot i es e o t e t pas d’i fe tilit .  

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

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

s’a u ule t da s l’espace périvitellin sans fusionner.  
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Questions posées et objectifs 

Izu o  est u e p ot i e l  de l’i te a tio  ga ti ue ; son rôle en tant que protéine 

d’adh sio  i te agissa t e  T a s ’a pas t  d o t . “eules des i te a tio s e  Cis o t t  

décrites, et à e jou  au u  pa te ai e o o tai e ’a t  identifié. L’o je tif de o  t a ail de th se 

a été d’e plo e  le ode d’a tio  d’Izu o  da s l’i te a tio  gamétique, notamment en tant que 

p ot i e d’adh sio . 

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

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

force par micromanipulation de cellules pour répondre à deux questions 

1. Quelle est la fonction de la protéine da s l’i te a tio  ga ti ue à l’ helle ellulai e ? 

2. Quelle est la fonction jouée par le domaine extracellulaire (ECD-Iz  et e à l’ helle de la 

molécule unique ?  

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

biochi istes et de de i s du La o atoi e de Biologie de la Rep odu tio  Hu ai e de l’hôpital 

Cochin à Paris, dirigée par le professeur Jean-Philippe Wolf, et de l’u it  R po ses Cellulai es au 

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

Les ga tes so t des ellules do t la fe t e d’utilisatio  est ou te e i o   heures) ; 

elles ne peuvent, de ce fait,  être ulti es. Nous a o s eu e ou s à la sou is o e od le d’ tude 

de f o datio  hez les a if es a  il s’agit d’u  petit a i al do t l’ le age est fa ile et la 

manipulation simple. Ses cycles de reproduction sont relativement courts e ui pe et d’adapter 

facilement les rythmes des accouplements aux besoins des expériences.  

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

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

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

a ouple e ts au sei  de ot e g oupe d’a i au  t a sg i ues.  

1. Les lignées de souris  

Toutes les sou is sau ages et t a sg i ues so t ai te ues à l’a i ale ie e t ale de l’EN“-

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

signifie que tous les a i au  so t i de es d’age ts pathog es sp ifi ues (selon la liste de 

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

“ ie e Asso iatio s FELA“A , ais peu e t t e po teu s d’age ts oppo tu istes.  

a. La lignée « sauvage » 

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

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

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

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

nos résultats.  A leu  a i e à l’A i ale ie Ce t ale de L’EN“ Biologie, les souris sont âgées de 3 ou 5 

se ai es. U  d lai d’u e se ai e est espe t  avant utilisation afin que les souris puissent 

s’a li ate  à leur nouvel environnement et que le stress du transport et du changement 

d’e i o e e t ’e t a e pas la p odu tio  des ga tes. 

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

réactivation de lignées 

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

t a sg i ues so t ai te ues e  le age à l’a i ale ie e t ale de l’EN“-Biologie (élevage sans 

enrichissement). Ce sont toutes des lignées consanguines établies sur un fond C57BL6/J. Pour les 
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esoi s de a th se, j’ai eu la p ise e  ha ge de la gestio  des le ages de es lig es: les 

accouplements, les génotypages ainsi que les sacrifices des animaux.  

i. La lignée CD9 KO 

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

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

été d pos e sous la d o i atio  CD  KO  pa  Claude Bou hei  de l’U it  i te IN“ERM U   

Réponses Cellulaires au Microenvironnement et Cancer  de l’hôpital Paul B ousse à Villejuif. Les 

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

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

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

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

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

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

d’o te i  des po t es statisti ue e t o pos es de % de sou is CD  +/-  et de 50% de souris CD9 

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

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

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

ii. La lignée Acr-EGFP 

Cette lig e ous a t  g a ieuse e t do e pa  M. Oka e de l’U i e sit  d’Osaka (Okabe 

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

u e ti uette EGFP à l’a osi e. Cette pa ti ula it  pe et de dis i i e , au o e t de 

l’e p ie e, les spe atozoïdes ui o t fait leu  a tio  a oso i ue (absence de fluorescence) de 

eu  ui e l’o t pas faite a osi e fluo es e te . Les sou is de ette lig e so t gale e t 

po teuses d’u  t a sg e A ti e-EGFP. Le fond génétique de ces souris est le C57BL6/J.  

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

l’a i ale ie o e tio elle. Avant de pouvoir être transférées à l’a i ale ie dite « propre », les 

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

possédant un  statut sa itai e o fo e à elui de l’a i ale ie EOP“.  

Nous avons rencontré un problème avec cette lignée. Les fe elles souff aie t d’u e 

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

d’a oi  pu ett e as. Au final, nous ’a o s ai si pu up e  u’u  seul âle et sommes 

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

D’ho oz gote, la lig e est alo s pass e à h t oz gote. Nous a o s do  dû ta li  u  p oto ole de 
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génotypage (présenté en annexe 4) afin de pouvoir discriminer les descendants portant la mutation 

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

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

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

pour cette lignée.  

iii. La lignée CD9-EGFP 

Cette lig e a t  o te ue pa  l’ uipe de Mi ado e  . Les sou is de ette lignée 

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

d’a o d t  h e g e à l’a i ale ie o e tio elle de Co hi  ou elle a été contaminée par le virus 

de Theile  TMEV Theile 's Mu i e E ephalo elitis Vi us  et le  i us de l’h patite u i  le MHV . 

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

de type cannibalisme. 

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

te tati e de d o ta i atio  au CDTA d’O l a s. Pou  ette d o ta i atio , ous ’a io s ue 

des âles à l’âge e uis. Nous de io s do  passe  pa  des a ouple e ts a e  des fe elles 

« sauvages » du e fo d g ti ue. O  ette lig e ta t ai te ue e  le age à l’ tat 

ho oz gote et il ’  a ait pas de p oto ole de g ot page pou  ette lig e. J’ai t  a e e à 

mettre au point le protocole de génotypage, celui- i est d taill  da s l’A e e . La p e i e 

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

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

d o ta i atio , ous ’a o s de nouveau pu fournir que des mâles qui ont été accouplés avec des 

femelles « sauvages ». Cha ue te tati e de d o ta i atio  et ta lisse e t d’une lignée stable 

essite de  à  ois, epoussa t d’auta t la possi ilit  d’e p i e te  a e  es a i au . Les 

des e da ts de es a ouple e ts ie e t d’ t e i t oduits à l’a i ale ie e t ale de l’EN“-

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

thèse sur la thématique de la fécondation également.  

2. Le conditionnement des gamètes  

Not e tude o sista t à a a t ise  l’i te a tio  e t e la e a e plas i ue de l’o o te 

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

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

acrosomique. Pour les besoins de chaque expérience, ous a o s eu e ou s au sa ifi e de l’a i al  

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

 La souris est un rongeur nocturne. Elle ovule spontanément tous les 4 à 5 jours et ce 3 à 5 

heures après le début de la période de nuit. Pour synchroniser les ovulations et obtenir le maximum 

d’o o tes, o  doit p o de  à u e supe -ovulation. Les femelles âgées de 6 à 8 semaines sont 

injectées en intrapéritonéale avec 5 unités de PMSG ou gonadotrophine sérique  (Pregnant Mare 

Serum Gonadotropin, Folligon, Intervet, France), suivies par 5 unités de HCG ou gonadotrophine 

chorionique (human chorionic gonadotropin Chorulon, Intervet, France) 48 heures plus tard. La 

PMSG va accélérer la maturation de plusieurs follicules ovariens, la HCG va permettre leur éjection 

des trompes et la reprise de la maturation des ovocytes. 13 heures après la seconde injection, les 

souris femelles sont sacrifiées par dislocation e i ale. L’abord se fait par incision en forme de V de 

la peau et du p itoi e au i eau de la pa tie i f ieu e de l’a do e  e  ega d de l’appa eil g ital, 

puis extériorisation du contenu abdominal et dégagement des trompes. Les ampoules sont prélevées 

et mises dans une goutte de milieu. Sous la loupe, les ampoules sont dilacérées et les cumulus sont 

expulsés sous pression.  

Les cumulus sont incubés pendant une minute dans une goutte de Hyaluronidase IV-S 

(Sigma-Aldrich) à la concentration de 15 mg/ml à 37°C. La hyaluronidase est une enzyme qui va 

d g ade  l’a ide h alu o i ue et li e  l’o o te des ellules du u ulus. Les o o tes so t e suite 

rincés trois fois dans du Ferticult IVF (Fertipro, JCD Laboratories, France) supplémenté à 3% de BSA 

(Bovine Serum Albumin, Sigma Aldrich) et ce pour éviter que ces ovocytes ne collent au fond de la 

boite.  

Les ovocytes sont ensuite triés. Seuls les ovocytes II, c'est-à-dire ceux ayant éjecté leur 1er 

globule polaire, sont gardés et les ovocytes dysmorphiques ou immatures sont éliminés. Le tri se fait 

sur plaque chauffée à 37°C.  

La zo e pellu ide est dissoute pa  a tio  hi i ue lo s d’u e i u atio  de oi s de  

secondes dans une solution pure de thyrode acide (Sigma-Aldrich) à température ambiante, puis 

rincés trois à cinq fois dans du Ferticult IVF à 3% de BSA. Les ovocytes sont ensuite mis au repos trois 

heures dans du Ferticult IVF à 3% de BSA à 37°C sous 5% de CO2 da s l’i u ateu . A l’issue de ette 

période de repos, un nouveau tri est effectué.  

b. Obtention des spermatozoïdes 

Les âles de  à  se ai es so t isol s u e se ai e e i o  a a t l’e p ie e. Cet 

isole e t a pou  effet de fa o ise  la p odu tio  de spe atozoïdes. Le sa ifi e de l’a i al se fait 

pa  lo gatio  e i ale. L’a o d se fait pa  i isio  e  forme de V de la peau et du péritoine au 
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i eau de l’a do e , e t io isatio  du o te u a do i al. Les testi ules a a t u e positio  e t a-

abdominale doivent être remontés en tirant la graisse qui les recouvre. Les épididymes sont dégagés 

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

Les spe atozoïdes so t je t s pa  p essio  à l’aide de deu  poi tes su  l’ pidid e. Les 

spermatozoïdes ainsi dégagés sont maintenus dans une goutte de 500 µl Ferticult IVF à 3% de BSA 

sous huile Medicult à 37°C sous % de CO  da s l’i u ateu  pe da t deu  heu es. La p se e de 

BSA va induire la réaction acrosomique des spermatozoïdes.  

Da s e tai s as, ous a o s eu esoi  d’a oi  e ou s à u  io opho e A  à  µM afi  

d’i dui e ette a tio  a rosomique de manière plus rapide et massive. La sélection des 

spe atozoïdes otiles  s’effe tue pa  la thode du s i -up  qui consiste à centrifuger les 

spermatozoïdes à 200 g pendant 2 minutes puis à récupérer 30 min plus tard le surnageant 

contenant les spermatozoïdes les plus motiles.  

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

Durant ces 3 années de thèse, nous avons mené des expériences sur les gamètes dans 

conditions expérimentales variées. Afin de s’assu e  du ie -fondé des résultats obtenus, il était 

primordial de vérifier que dans ces mêmes conditions expérimentales, les ovocytes pouvaient être 

fécondés par les spermatozoïdes. Nous avons par conséquent mené des expériences de fécondation 

in-vitro en parallèle de chaque nouvelle expérience. Pour cela nous avons repris le protocole de 

fécondation in- it o d it pa  l’ uipe d’Oka e et ous l’a o s adapt  (Inoue & Okabe 2008). Les 

spermatozoïdes et les ovocytes étaient préparés tel que décrit précédemment. Les ovocytes étaient 

préincubés dans une goutte de 500µl  à 1/1000ème de Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) dans du 

Ferticult IVF à 3% de BSA sous huile Medicult à 37°C sous 5% de CO2 pendant 15 minutes. Les 

ovocytes sont rincés trois fois et transférés dans la goutte de fécondation. Le Hoechst 33342 étant un 

intercalant de l'ADN (Bisbenzimide), les ovocytes incubés avec ce marqueur voient leur noyau 

marqué en bleu sous éclairage ultraviolet (excitation à 350 nm) et leur cytoplasme se saturer de ce 

marqueur (figure 20).  

La fécondation se fait dans une goutte de 100µl de Ferticult IVF à 3% de BSA sous huile 

Medicult à 37°C sous 5% de CO2 : les ovocytes préincubés au Hoechst sont mis en présence de 

spermatozoïdes à la concentration de 105 spermatozoïdes/µl pe da t  heu e t e te. D s u’u e 

fusion se produit, les contenus cytoplasmiques des deux cellules communiquent, le Hoechst contenu 

da s le toplas e de l’o o te passe dans le spermatozoïde dont le noyau se marque aussitôt en 

http://en.wikipedia.org/wiki/Ultraviolet
http://en.wikipedia.org/wiki/Nanometer
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bleu (Figure 20). Les ovoc tes so t e suite i s. Ce se o d i çage a pou  ut d’ li i e  les 

spe atozoïdes ui ’o t pas adh .  

L’a al se de l’e p ie e se fait sous i os ope o fo al Lei a “P  II : les spermatozoïdes 

dont le noyau est coloré au Hoechst sont comptés. Nous pouvons également observer la 

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

formation du pronucleus. 

  

Figure 20 : Ovocyte dépellucidé 

marqué au Hoechst fécondé par 

deux spermatozoïdes.  

Le Hoechst apparait en bleu en 

fluorescence.   

* indique les noyaux des deux 

spermatozoïdes.  

** le o au de l’ovo te et le 

globule polaire.  
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Chapitre 2/ Les cellules eucaryotes    

1. Les lignées cellulaires utilisées 

a. La lignée cellulaire K562 : lignée en suspension  

Les ellules K  ous o t t  do es pa  Lu ia Patta i i de l’ uipe « Immunité et cancer » 

de l’I stitut Cu ie I se  U it  . 

La lignée K562, lignée Erythroleucémique humaine, a été décrite en 1975 pour la première 

fois (Lozzio & Lozzio 1975). Elle p o ie t de ellules de li uide pleu al d’u e patiente atteinte de 

leucémie myéloïde chronique en crise blastique aigue. Ce sont des cellules qui peuvent se 

diff e ie  e  l’u e des t ois lig es i ula tes : érythroïde, mégacaryocytaire ou monocytaire 

(Sutherland et al., 1986; Tsiftsoglou et al., 2003 ; Vainchenker et al., 1981). Ces cellules portent le 

chromosome « Philadelphie » qui résulte de la translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 

22. Le gène hybride qui en résulte entraine la synthèse de la protéine Bcr-Abl qui est responsable de 

la sista e de ette lig e à l’apoptose (Mcgahon et al. 1994). 

b. La lignée cellulaire MDA : lignée adhérente  

Les ellules MDA ous o t t  do es pa  Nathalie Lao de l’ uipe « Imagerie de la 

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

La lignée MDA-MB-  est u e lig e ta lie à pa ti  d’u  pa he e t pleu al d i a t 

d’u  a i o e a ai e hu ai , elles o t gale e t u  g e de sista e à l’apoptose Cailleau 

R et al., 1974). 

c. La lignée cellulaire U2OS : lignée adhérente 

Les cellules de la lignée U2OS nous ont été données par Adrien Senecal de l’ uipe 

« Imagerie de la Machinerie Transcriptionnelle » Institut de Biologie de l'Ecole Normale Supérieure 

(CNRS UMR8197). 

Les U O“ so t des ellules pith liales adh e tes issues d’u  ost osa o e hu ai  d’u e 

jeune fille de 15 a s. L’apoptose est i hi e pa  u e p ot i e i ale. Cette a i t  de ellule a t  

établie par Ponten et Saksela (Ponten J & Saksela E  1967). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cailleau%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4412247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cailleau%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4412247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pont%C3%A9n%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6081590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saksela%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6081590
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2. Culture, transfection et manipulation de cellules eucaryotes   

Les cellules de la lignée K562 sont cultivées en suspension dans du milieu liquide RPMI-1640 

(pour Roswell Park Memorial Institute) (Sigma-Aldrich) dans des flasques ventilés.  

Les cellules des lignées adhérentes MDA et U2OS  sont cultivées  sur des boites de pétri « traitées 

culture » dans du milieu liquide DMEM (pour Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (Sigma Aldrich).  

Les milieux ont été supplémentés en antibiotiques (Pénicilline 5U/ml et Streptomycine 50 mg/ml) 

et pa  %  de s u  de eau fœtal.  

La conservation des cellules a été faite dans du CryoMaxx SF (PAA Laboratories) à la 

concentration de 106 ellules/ l da s de l’azote li uide.  

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

Les cellules sont transfectées avec le jetPEI (Polyplus) par transfection transitoire, plusieurs 

échelles de transfections ont été testées. Le meilleur rendement a été obtenu avec 2 µg de plasmide 

et 4 µl de jetPEI pour 2.105cellules/ml et a été de 5% environ (le protocole de transfection mis au 

point est en annexe 3).  
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Chapitre 3/ Les réactifs pour les expériences  

1. Les anticorps utilisés 

L’a ti o ps p i ai e utilis  pou  la latio  des protéines exogènes Izumo1 et Izumo1-

EGFP ai si ue la p ot i e e o i a te est l’a ti o ps o o lo al fabriqué chez le rat dirigé contre 

Izumo1 murin qui nous a été donné par M. Okabe (Inoue et al. 2005).  

Pour révéler la protéine recombinante ECD-Iz1 portant une étiquette myc  sur les billes lors 

des o t ôles pa  to t ie de flu  ous a o s utilis  l’a ti-myc monoclonal 9E10 (Sigma-Aldrich).  

Les anticorps secondaires sont le Goat anti-Rat Alexa-Fluor 488, le Goat anti-Rat Rhodamine 

et Goat-anti-mouse  Alexa-Fluor 488  (Invitrogen, France). 

La révélation de la biotine sur la protéine recombinante ECD-Iz1 biotinylée a été faite à la 

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

2. Le marquage des ovocytes  

Le a uage e a ai e de l’o o te a t  fait pa  u  fluo opho e a a t u e ueue 

lipophile ui s’i s e da s la e a e plas i ue: le PKH  Red Fluo es e t Cell Li ke  Mi i Kit fo  

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’age t de t a sfe tio   

 Nous avons opté pour une transfection transitoire par un vecteur chimique : le jetPEI 

(Polyplus). Les vecteurs chimiques sont des molécules naturelles ou synthétiques, lipides ou 

pol es atio i ues, fo a t des o ple es a e  l’ADN. Ils o t l’a a tage de s’aff a hi  des 

p o l es de to i it  e o t s hez les i us et pa  l’ lectroporation.  

L’ADN est u e a o ol ule a io i ue et les e a es ellulai es so t glo ale e t 

ha g es gati e e t. Les pulsio s le t ostati ues li ite t do  les o ta ts e t e l’a ide 

nucléique et les membranes plasmiques. Le jetPEI est un polycation linéaire (polyéthylènimine) 

s th ti ue ui fo e des o ple es a e  l’ADN d’i t t. Ces o ple es ha g s positi e e t o t 

pe ett e le t a sfe t de l’ADN da s les ellules. “o  effi a it  se le li e à sa st u tu e 

chimique.Ses groupements amines sont protonables au pH physiologique. Il emprunterait la voie de 

l’e do tose et g â e à ette a a t isti ue, il pe ettrait l’aug e tatio  de la p essio  os oti ue 

da s les e doso es e t ai a t leu  uptu e et le la gage de l’ADN da s le toplas e. En passant 



64 
 

vraisemblablement à travers les pores nucléaires (environ 10µm) (Abdallah et al. 1996), l’ADN attei t 

le noyau.  

L’a al se de l’e p essio  de la p ot i e e og e peut t e faite h ap s la t a sfe tio . Le 

plasmide ayant intégré le noyau peut être transcrit sans avoir nécessairement intégré le génome. 

Toutefois il peut être perdu au cours des divisions cellulaires. E  ue d’a oi   le meilleur taux de 

t a sfe tio  et d’e p essio  de la p ot i e e og e,  les cellules ont été transfectées 24 ou 48h avant 

chaque expérience.  

4. La séquence et les plasmides receveurs  

a. La séquence Izumo1 sauvage murin 

La s ue e oda t pou  Izu o  sau age u i  telle ue d ite pa  l’ uipe d’Oka e 

(Inoue et al. 2005) a été fabriquée selon la séquence IZUM1_MOUSE (UniProt Q9D9J7)(Annexe1), 

sans le codon stop,  par Eurogentec et insérée dans un plasmide de clonage pUC57 avec les sites de 

restriction NheI et XhoI. La séquence portant le codon stop a été obtenue par amplification PCR à 

l’aide d’AMORCE“ i t oduisa t le odo  stop Le p oto ole de sous clonage et de mutagénèse utilisé 

est en Annexe 5).  

b. Le plasmide pCAGGS-RFP (X-301 /pCAGGS-IRES2-tagRFP) : ve teu  d’e p essio   

Ce plas ide ous a g a ieuse e t t  do  pa  Xa ie  Mo i  de l’ uipe i te E uipe 

AVENIR IN“ERM  "Mitosis a d Neu oge esis" de l’i stitut de Biologie de l'E ole No ale “up ieu e 

(INSERM U1024 - CNRS UMR8197). Il a t  is au poi t au sei  de ette uipe et ’a pas e o e fait 

l’o jet d’u e pu li atio . C’est u  plas ide i ist o i ue IRE“  ui pe et l'e p essio  de deux 

protéines sous promoteur CMV-IE la a te du plas ide est da s l’a e e . Il pe et d’e p i e  la 

p ot i e d’i t t et u e p ot i e se seu  d’e p essio  toplas i ue, e  l’o u e e la RFP. 

c. Le plasmide pEGFP-N1 : ve teu  d’e p essio   

Il s’agit d’u  e teu  o e ial Clo te h  o te a t l’EGFP E ha ed g ee  fluo es e t 

protein) variant de la GFP (green fluorescent protein) sous contrôle du promoteur CMV-IE. Ce 

e teu  a t  opti is  pou  l’i age ie a i u  d’e itatio  =  ; a i u  d’émission = 507 

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

5. Les réactifs de clonage et les systèmes de purification 

Les e z es ui o t pe is d’ ta li  les o st u tio s p o ie e t de hez Ne  E gla d 

BioLabs. Les purifications des produits de migration sur gel et des produits de PCR ont été faites à 
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l’aide du s st e de pu ifi atio  Nu leo“pi  Gel a d PCR Clea -up (MACHEREY-NAGEL) selon les 

i di atio s du fa i a t. Les o st u tio s fi ales o t t  o te ues ap s pu ifi atio  à l’aide du 

s st e d’e t action de plasmide NucleoBond Xtra Midi / Midi Plus de (MACHEREY-NAGEL).  

 

6. Les milieux  

Le Ferticult IVF (Fertipro, JCD Laboratories, France) a été utilisé pour la préparation et le repos 

des gamètes. Lors des expériences, les gamètes étaient maintenues dans du M2 Medium (Sigma 

Ald i h  o te a t de l’HEPE“ assu a t le ai tie  du pH à , . Da s les deu  as les ilieu  o t t  

supplémentés à 3% de BSA (Albumin from bovine serum A2153-500G Sigma Aldrich).  

Les e p ie es d’i u o-marquage ont été faites dans du PBS 1x supplémenté à 1% de BSA.  
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Chapitre 4 / La micromanipulation par micropipettes  

La i o a ipulatio  pa  i opipettes est adapt e à ot e o jet d’ tude a  elle ous 

permet de manipuler des cellules individuellement, en contrôlant précisément le lieu et temps de 

contact et éventuellement les forces appliquées en vue de caractériser les i te a tio s u’elles 

développent.  

1. Les micropipettes 

Pou  la alisatio  de o  t a ail de th se, j’ai eu à i ofo ge  à pa ti  de apillai es de 

verre trois types de micropipettes:  

- La micropipette de contention  

C’est la i opipette ui ai tie t l’o o te. Celui-ci est une cellule de 80µm, la pipette de 

contention doit donc avoir un diamètre important pour limiter la contrainte exercée tout en ayant 

u e fo e d’aspi atio  la plus i po ta te possi le. La pipette de o te tio  a do  u  dia t e de 

35 à 45µm. 

- La micropipette cellule 

Les cellules que nous avons utilisées comme modèle ont des diamètres autour de 10µm et 

les pipettes cellules ont un diamètre de 4 à 6µm.   

- La micropipette sonde    

Cette micropipette est utilisée pour les expériences de BFP (Biomembrane Force Probe), 

te h i ue ui fe a l’o jet du hapit e deu  de la t oisi e pa tie de e t a ail . “o  dia t e est 

o p is e t e ,  et  µ . Cette taille pe et d’aspi e  le glo ule ouge de a i e à le d fo e  et 

lui conférer une forme sphérique permettant nos mesures. Compte tenu du diamètre ~ 6 µm du 

globule rouge et de sa grande déformabilité, un diamètre plus grand  de pipette conduirait à son 

aspiration dans la pipette.  

Les t ois pipettes so t eli es à t ois se oi s d’eau. La ontinuité en liquide entre les 

se oi s et le ilieu da s le uel l’e p ie e est e e pe et de fi e e t o t ôle  l’aspi atio  

e e e pa  les pipettes su  les ellules à ,  Pa p s . A a t ha ue e p ie e, l’aspi atio  da s le 

système est vérifiée pour ne pas introduire de biais de mesure (Figure 21). 
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Figure 21: schéma de principe de la 

micromanipulation. La pipette est 

préalablement remplie de milieu de 

ultu e et eli e à u  se voi  d’eau  

en s’assu a t de la o ti uit  e  

liquide.  

 

2. La fabrication des micropipettes  

Les différentes étapes de la fabrication des pipettes sont représentées par la figure 22. Elles 

so t p pa es au la o atoi e a a t ha ue e p ie e. Les apillai es de e e d’u  dia t e 

interne de 420 µm (Harvard Apparatus, U“A  so t tout d’a o d ti s à l’aide d’u e ti euse P-2000 

(Sutter Instruments Co., USA), grâce à un laser qui chauffe le milieu du capillaire et deux ressorts qui 

ti e t si ulta e t les e t it s des apillai es. Ce passage da s l’ ti euse permet d’o te i  deu  

pipettes identiques dont la pointe est ajustable en fonction du programme que nous introduisons et 

qui détermine les durées et intensités du chauffage. Les pipettes ainsi obtenues ont une pointe 

fermée. Les pipettes sont ensuite taillées à un diamètre en fonction de la taille de la cellule 

micromanipulée. Pour cela, nous utilisons une microforge fabriquée au laboratoire constituée par un 

fil de platine sur lequel se trouve une petite bille de verre. Le filament est chauffé par un courant 

le t i ue jus u’à e ue la bille de verre rentre en fusion. La pipette est alors introduite dans la bille 

de e e sous o t ôle d’u  i os ope à fai le g ossisse e t, puis le ou a t est oup . La pointe 

de la pipette casse sous la contrainte du verre qui en refroidissant se resolidifie. Pour obtenir une 

assu e ette de la pipette, l’op atio  doit être répétée. La pipette étant cette fois ouverte, le verre 

pénètre par capillarité dans l’e t it  de la pipette et forme une langue. Au refroidissement de la 

bille de verre, la langue casse et les bords de la pipette sont alors nets. Afin de travailler en boîte de 

pétri dans une goutte sous huile, les pipettes doivent être coudées. Pour cela nous utilisons une 

deuxième microforge ayant uniquement un filament de platine. Ce filament est chauffé et la pipette 

est app o h e sous o t ôle d’u  i os ope à fai le g ossisse e t. La chaleur fait fondre le verre 

ui a se plie  dou e e t, d s ue l’a gle d siré est atteint le courant est coupé.  

La pipette de o te tio  est fa i u e u i ue e t à l’aide de la deu i e fo ge. Cette 

pipette a u  dia t e i po ta t, il ’est pas possi le de la asse  à l’aide de la p e i e fo ge. La 

pipette est mise en contact a e  le fil de plati e à l’e d oit o espo da t au dia t e oulu et le 

courant est coupé. Il est alors possible de la casser. Elle est coudée de la même manière que décrit 

p de e t et puis od e e  app o ha t l’e out de la pipette du fil de plati e, le verre fond et 

’est plus oupa t . 
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Figure : P pa atio  des pipettes :  fo atio  des i opipettes à pa ti  d’u  apillai e de ve e ave  

l’ ti euse P-  “utte  I st u e t ;  utilisatio  de la e i ofo ge pou  l’ouve tu e des extrémités des 

i opipettes ;  fo atio  d’u  oude d’u  a gle de °pa  hauffe e t du fila e t de la de i ofo ge 

(4) rodage des pipettes de contention. 

  

3. Le dispositif expérimental  

La chambre expérimentale est une boîte de Pétri dans laquelle sont déposées les  gouttes de 

µl de ilieu o te a t les o jets à teste . Le tout est e ou e t pa  l’huile Medi ult. La oîte de 

Pétri est déposée sur la platine du microscope. Le microscope est contenu dans une enceinte 

thermostatée transparente et adaptée à la micromanipulation, permettant de travailler à 37°C qui 

est la te p atu e essai e à l’i t g it  fo tio elle des ga tes. Les pipettes forgées et coudées 

telles que décrit précédemment  sont préalablement remplies du milieu dans lequel se déroule 

l’e p ie e puis passi es da s e e ilieu suppl e t  e  B“A e i o  u e heu e a a t le 

d ut de ha ue e p ie e et e, pou  ite  ue les ellules ’adh e t au  pa ois. 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 à des micromanipulateurs. Elles sont placées 

dans une goutte de milieu au fond de la boîte de 

P t i et le tout est e ouve t d’huile. 
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3ème Partie / l’app o he ellulai e 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Le spermatozoïde entre en contact avec trois composants ovocytaires avant de pouvoir 

fusionner: les cellules du cumulus, la zone pellucide et la membrane cytoplasmique. Les 

spermatozoïdes Izumo1 -/- sont morphologiquement normaux. Ils accomplissent leur réaction 

a oso i ue, t a e se t toutes les tapes de la f o datio , adh e t à l’o o te ais e peu e t 

pas fusionner (Inoue et al. 2005).  
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Les i ages de i os opie le t o i ue et les de ie s t a au  de l’ uipe d’Oka e o t e t 

que le spe atozoïde adh e et fusio e a e  ette de i e a i e u’est la e a e plas i ue 

de l’o o te pa  sa zo e uato iale (Satouh et al. 2012). La même équipe a également réussi à 

o t e  u’Izu o  se elo alise au o e t de la a tio  a oso i ue au i eau de toute la t te 

du spermatozoïde et se concentre particulièrement au niveau de cette région équatoriale (Satouh et 

al. 2012). E  l’a se e de ette elo alisatio , la f o datio  e peut a oi  lieu (Sosnik et al. 2009). La 

p se e d’Izu o  au i eau de cette région de la t te du spe atozoïde au o e t de l’adh sio  

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

Izumo1 développe des interactions avec des partenaires en Cis, laissa t p sage  u’elle est 

i pli u e da s l’o ga isatio  de o ple es incluant des molécules de fusion (Stein et al. 2006; 

Ellerman et al. 2009). Pa i es p ot i es seule l’A giote si -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 a gu e ts o e ge t e s l’h poth se u’Izu o  se ait i pliquée dans l’ tape 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’aut es pa te ai es spe ati ues. L’e e ple est donné pour les intégrines qui peuvent avoir à la 

fois une interaction avec un partenaire en Trans et se lier en Cis à d’aut es p ot i es telle ue la 

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

Nous a o s oulu e plo e  l’h poth se u’Izu o  d eloppe u e i te a tio  a e  un 

partenaire ovocytaire (interaction en Trans) out e les lie s u’elle d eloppe a e  d’aut es p ot i es 

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

modèle cellulaire ui ous pe et d’e p i e  la p ot i e à la su fa e d’u e e a e et de so de  

u  e tuel lie  a e  u e ol ule de la e a e plas i ue de l’o o te. Pou  ela,  nous avons 

généré deux variantes exogènes de la protéine Izumo1 et les avons surexprimées à la membrane de 

ellules ’i te agissa t pas ou peu atu elle e t a e  l’o o te. Les lie s d elopp s e t e es 

ellules t a sfe t es a e  Izu o  et l’o o te o t  t  a al s s au o e  de la te h i ue de esu e 

de fo e pa  i o a ipulatio  de ellules oupl e à l’i age ie o fo ale.  

Le premier chapitre de cette 3ème pa tie se a o sa  à la ise au poi t du od le d’ tude : 

la recherche de la lignée cellulaire adéquate, le clonage des protéines exogènes et la validation du 

modèle. La technique de mesure de force par micromanipulation de ellules oupl e à l’i age ie 

confocale sera exposée dans le second chapitre. Enfin, les résultats obtenus et leur discussion feront 

l’o jet du t oisi e et de ie  hapit e.   
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Chapitre 1 / La mise au point du modèle d’ tude 

Afin de mettre en évidence une éventuelle interaction en trans propre à Izumo1 avec un 

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

1. Ne pas i te agi  spo ta e t a e  l’o o te. 

2. Permettre à Izu o  e og e d’ t e ad ess e et e p i e au i eau de la membrane dans les 

conditions les plus proches des conditions physiologiques.   

3. Nous permettre de t a aille  à l’ helle de la ellule u i ue.  

Nous avons opté pour les lignées de cellules eucaryotes. Elles p se te t l’a a tage d’ t e 

faciles à manipuler, de proliférer de manière rapide et illimitée, de pouvoir être congelées et utilisées 

en cas de besoin et d’a oi  la a hi e ie de s th se et d’ad essage essai e à l’e p essio  des 

protéines transmembranaires. 

1. La recherche de la lignée candidat  

La technique de mesure de force par micromanipulation de deux cellules (le principe de cette 

technique sera développé dans le second chapitre de cette partie) a été utilisée pour sélectionner la 

lignée cellulaire qui devait nous servir de modèle pour exprimer la protéine exogène. Les cellules 

taie t  ises e  o ta t pe da t  i  a e  l’o o te puis s pa es. Toutes les lig es ui 

d eloppaie t u e fo e d’adh sio  a e  l’o o te sup ieu e à  N taie t  li i es. Nous avons 

sondé cinq lignées cellulaires eucaryotes adhérentes (les lignées adhérentes ont la caractéristique de 

proliférer en adhérant à leur support jus u’à a i e  à o flue e , deu  lignées eucaryotes en 

suspe sio  es lig es se ulti e t e  flas ues et ’adh e t pas à leu  suppo t , ous avons 

également testé des cellules primaires ellules p le es su  l’a i al ’a a t do  pas les 

a a t isti ues de p olif atio  et d’i o talit  ais ui peu e t toutefois pe ett e l’e p essio  

de la p ot i e d’i t t ua d elles so t t a sfe t es à un stade avancé de leur croissance).  

Les résultats obtenus pour chacune de ces lignées sont consignés à la figure 24.  

1. lignées de cellules adhérentes : HEK 293, COS-7, CHO, MDA et U2OS. Seule la lignée MDA ne 

d eloppe pas du tout d’adh sio  a e  l’o o yte. La lignée U2OS adhère relativement peu (10% 

des cas). Quant aux 3 autres lignées, elles adhèrent naturellement trop aux ovocytes pour 

pou oi  se i  à l’ tude. 

2. lignées de cellules en suspension : K  et Thp . Au u e ’adh e spo ta e t au  o o tes. 

3. Cellules primaires : les astrocytes. Ils adhèrent dans 17% des cas et nous avons préféré les 

écarter.  

Au final, Nous avons retenu les 4 lignées suivantes  K562, Thp1, MDA et U2OS. 
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Figure 24 : Le test d’adh sio  pa  i o a ipulatio  e t e les ovo tes et diff e tes lig es ellulai es : les 

pou e tages d’i te a tio  o te us pou  les tests dou lets ovo te-cellule effectués.  

2. La construction des plasmides  

Le clonage est une techni ue de iologie ol ulai e ui pe et d’isole  la s ue e d’ADN 

d’i t t da s u  plas ide e teu  au o e  d’e z es de est i tio  : les endonucléases. Elles 

coupent l’ADN au i eau d’u e s ue e pa ti uli e et pe ette t de l’i s e  da s u e ol ule 

d’ADN a t ie  plas ide e teu . Dans notre cas, nous avons choisi les sites Nhe1 et Xho1 car ils 

so t o u s au  deu  e teu s d’e p essio  pou  les uels ous a o s opt . Le plas ide o te u 

est amplifié (c'est-à-dire multiplié de façon identique) dans un système bactérien dit « bactéries 

compétentes » (bactéries dont la paroi est fragilisée afin de permettre la pénétration des molécules 

d’ADN  se pli ua t g â e au  e z es p op es à la a t ie. Les a t ies o p te tes  ue ous 

avons utilisées sont des bactéries de la souche Escherichia Coli Top 10 qui ont été transformées par 

ho  the i ue et ises e  ultu e afi  d’o te i  u  g a d o e d’e e plai es des plas ides 

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

a. Le vecteur pCAGGS-Izumo1-RFP 

Izu o  e og e, e p i e à la e a e ellulai e ap s t a sfe tio  i t odu tio  d’u  

gène dans la cellule pour étudier sa fonction) devait avoir la même structure que la protéine native. 

Da s os o ditio s e p i e tales ous t a aillo s à l’ helle de la ellule u i ue, o  toutes les 

cellules ayant subi le même protocole de transfection t a sitoi e ’e p i e t pas fo e t la 

protéine voulue. Une solution pour reconnaître les cellules portant Izumo1 était d’i u o-marquer 
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la p ot i e. Cepe da t, le is ue de lo ue  a e  les a ti o ps la fo tio  d’Izu o ou d’i dui e des 

interactions non voulues nous a conduit à écarter cette possibilité. La solution que nous avons 

adoptée a consisté à placer une étiquette fluorescente. La difficulté était de pouvoir placer cette 

ti uette de a i e à e u’elle e g e pas u e fo tio  de la p ot i e.  

Nous a o s do  opt  pou  u  e teu  d’e p essio  i ist o i ue ui i duit l’e p essio  de 

la p ot i e d’i t t ai si u’u e p ot i e fluo es e te ui fait offi e de se seu  et ous pe et de 

sélectionner les cellules exprimant la protéine exogène et de travailler en cellule unique. Nous avons 

ainsi effectué des tests de transfections préliminaires, avec des vecteurs vides, afin de déterminer le 

meilleur rendement pour chacun des plasmides. Nous avons donc opté pour le pCAGGS-RFP.  

La séquence codant pour la protéine Izumo1 « sauvage » murine entière a été obtenue par 

mutagénèse dirigée (le protocole est détaillé en annexe 5) à partir de la séquence sans le codon stop 

(acides aminés 1 – 396) synthétisée par Eurogentec en utilisant les amorces décrites dans l’A e e . 

Les produits PCR ont ensuite été sous-clonés dans les sites Nhe1 et Xho1 de pCAGGS-RFP. Le 

plasmide obtenu a été appelé pCAGGS-Izumo1-RFP et a pe is l’e p essio  de la p ot i e e og e 

Izumo1 de la souris à la membrane cellulaire et de la protéine fluorescente RFP (Red Fluorescent 

Protein) cytosolique (Figure 25).  

 

Figure 25 : La séquence codant pour Izumo1 exogène est obtenue par mutagénèse dirigée à partir de la 

séquence Q9D9J7 (IZUM1_MOUSE) sans le codon stop acides aminés 1 – 396 et sous clonée dans les sites 

Nhe1 et Xho1 de pCAGGS-RFP. Le ve teu  d’e p essio  o te u pCAGG“-Izumo1-RFP pe et d’e p i e  la 

protéine Izumo1 exogène à la membrane cellulaire et la protéine RFP dans le cytosol sous contrôle du 

même promoteur. 
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b. Le vecteur pIzumo1-EGFP  

Nous avons voulu pouvoir visualiser Izumo1 à la membrane de la cellule au moment du 

o ta t a e  l’o o te (Satouh et al. 2012), nous avons généré une protéine exogène portant une 

étiquette EGFP. Afin de pouvoir étudier une interaction en Trans de la protéine, donc  une interaction 

mettant en jeu sa partie N-terminale, ous a o s fait le hoi  de pla e  l’ ti uette da s la gio  

cytosolique (C-te i al . Nous a o s hoisi u  e teu  d’e p essio  ui pe et de oupler une 

protéine fluorescente à la position requise : pEGFP-N1 (Clontech). Celui-ci a donné les mêmes 

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

La même séquence codant pour la protéine Izumo1 sauvage murine sans le codon stop 

(acides aminés 1 – 396) a été sous clonée dans les sites Nhe1 et Xho1 de pEGFP-N1 (Annexe 5). Le 

plas ide o te u pe et l’e p essio  de la p ot i e e og e Izu o -EGFP, protéine Izumo1 murine 

portant une étiquette EGFP dans sa partie cytosolique, il a été appelé pIzumo1-EGFP (Figure 26). 

 

Figure 26 : La séquence codant pour Izumo1Q9D9J7 (IZUM1_MOUSE) sans le codon stop acides aminés 1 – 396 

et sous clonée dans les sites Nhe1 et Xho1 de pEGFP-N . Le ve teu  d’e p essio  o te u pIzu o -EGFP permet 

d’e p i e  la p ot i e Izu o -EGFP à la membrane cellulaire.  

Les quatre lignées sélectionnées ont été transfectées  par transfection transitoire par les 

plasmides obtenus. Le protocole de transfection que nous avons utilisé pour la suite de notre travail 

est e  a e e . “eules les ellules de la lig e Thp , ’a pas po du à e p oto ole, le e de e t 

de transfection était inférieur à 1%. Celui-ci était aux alentours de 5% pour les cellules des lignées 

K562 et MDA  et supérieur à 50% pour les cellules U2OS. Nous avons décidé de travailler avec les 

cellules de la lignée K562 car les plus faciles à manipuler et d’utilise  les lig es MDA et U O“ pou  

effectuer les expériences témoin.  
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3. Validité du modèle   

a. La validatio  du p oto ole d’I u o-marquage 

Après transfection, pour s’assu e  de la p se e d’Izu o  à la surface de la membrane des 

cellules transfectées, ous a o s p o d  à l’i u o-marquage des cellules par un anticorps Anti-

Izumo1 monoclonal dirigé contre la partie extracellulaire de la protéine puis par un secondaire 

fluorescent oupl . L’a al se a t  faite pa  i age ie o fo ale i os ope Lei a “P  II .  

Afi  de alide  le p oto ole d’i u o- a uage, ous l’a o s test  sur les spermatozoïdes 

où se trouve la protéine native. Pour cela, nous avons incubé des spermatozoïdes de la lignée Acr-

EGFP (décrits dans la deuxième partie chapitre 1 section a.ii). Les spermatozoïdes de cette lignée ont 

une acrosine portant une étiquette EGFP permettant de discriminer en fluorescence les 

spermatozoïdes acrosome réagis des autres. Les spermatozoïdes sont incubés une heure en présence 

de l’a ti o ps a ti-Izumo1 monoclonal (1/200) PBS  1x avec BSA à 1% à 37°C puis 30 minutes avec le 

secondaire couplé à la Rhodamine (1/50).  

Comme attendu, nos résultats montrent que tous les spermatozoïdes acrosome réagis 

expriment Izumo1 à la membrane et pas les autres (Figure 27 A). Izumo1 est exprimée au niveau de 

la région antérieure de la tête du spermatozoïde et au niveau de la région équatoriale (Figure 27 B et 

C).  

Ces sultats  so t oh e ts a e   eu  o te us pa  l’ uipe d’Oka e (Inoue et al. 2005; 

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

 

 

Figure 27 : A/ Spermatozoïdes marqués par Anti-Izumo 

monoclonal primaire et Goat anti-rat secondaire 

Rhodamine.  Les spermatozoïdes Acr-EGFP non  acrosome 

agis o t l’a oso e ve t. Izu o  est v l  pa  

l’i u o a uage sur les spermatozoïdes acrosome 

réagis, il apparaît en rouge. Seuls les spermatozoïdes 

ayant fait leur réaction acrosomique sont marqués par 

l’a ti-Izumo1. Microscope confocal Leica.  B / 

“pe atozoïde a u  pa  l’A ti-Izumo révélé par un 

secondaire anti-rat Rhodamine, Izumo1 apparait en rouge 

au niveau de la région acrosomale. C/Spermatozoïde 

Acrosine-EGFP ’a a t pas fait sa a tio  a oso i ue, 

l’a oso e appa aît e  ve t.  
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b. L’a se e de la p ot i e ative  

Afi  de s’assu e  ue la p ot i e ati e ’est pas p se te à la e a e des ellules à l’aide 

desquelles nous avons mis au point notre modèle, les cellules de la lignée K562 ont été soumises au 

e p oto ole d’i u o-marquage décrit précédemment. L’i u o-marquage négatif assurent 

que les cellules des 3 lignées s le tio es ’e p i e t pas la p ot i e ati e. 

c. V ifi atio  de l’e p essio  des p ot i es e og es  

i. L’expression d’Izumo1 exogène par le vecteur pCAGGS-Izumo1-RFP 

Les cellules K562 sont transfectées et cultivées dans le RPMI, leur milieu habituel, comme 

décrit dans la 2ème partie matériel et méthodes au chapitre . Afi  de ifie  l’e p essio  d’Izu o  à 

la e a e, les ellules so t i u es u e heu e e  p se e de l’a ti-Izumo1 monoclonal (1/200) 

PB“   a e  B“A à % à °C et l es a e  l’anticorps secondaire oupl  à l’Ale a  (1/50). Les 

a uisitio s so t faites à l’aide d’u  i os ope o fo al Lei a SP5II.  

Toutes les cellules exprimant la RFP, expriment également Izumo1. Aucune des cellules pour 

lesquelles le protocole de transfectio  a hou , ’est positi e à l’i u o-marquage. Des cellules 

K562 transfectées avec le pCAGGS-RFP seul et des cellules K562 ont également été testées à la 

e he he de fau  positifs. Il ’  a pas de couplage non spécifique des cellules K562 non transfectées 

ou transfectées par le vecteur vide i a e  l’a ti o ps o o lo al anti-Izumo1 que nous avons utilisé, 

i a e  l’a ti o ps fluo es e t se o dai e.  

Les clones transitoires que nous avons donc obtenus expriment bien Izumo1 à leur 

membrane (Figure 28). Nous avons appelé ces cellules K562-Izumo1-RFP.   

 

Figure 28: Cellule K562-Izumo1-RFP, anti-Izumo 

monclonal, goat anti-rat Alexa488. Imagerie 

confocale, microscope Leica.  

A / La p ot i e v l e pa  l’a ti o ps est ie  

membranaire.  

B / La RFP apparaît dans le cytoplasme.  

C/ Image en transmission.  

D/ La protéine exogène est révélée à la membrane et 

la RFP apparaît dans le cytosol.  
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ii. L’expression d’Izumo1-EGFP par le vecteur pIzumo1-EGFP  

Nous avons transfecté les cellules K562 par le plasmide pIzumo1-EGFP de manière transitoire 

comme décrit précédemment. L’a al se pa  i age ie o fo ale o t e ue les ellules o te ues 

e p i e t l’EGFP à la membrane mais également en intracellulaire (Figure 29).   

 

 

Figure 29: Cellule K562-Izumo1-EGFP. Imagerie 

confocale, microscope Leica. Izumo1-EGFP apparaît 

dans toute la cellule.  

 

 

Afi  de s’assu e  u’Izu o  po ta t l’ ti uette EGFP est bien adressé à la membrane, la 

e te h i ue d’i u o-marquage utilisée pour les cellules K562-Izumo1-RFP a été appliquée. Le 

secondaire utilisé était un anticorps couplé à la Rhodamine. Ces cellules expriment bien la protéine 

d’i t t à la e a e Figu e 30). Les cellules contrôles : cellules transfectées par le vecteur vide 

et les ellules a a t su i le p oto ole de t a sfe tio  ais ui ’e p i e t pas la p ot i e, so t 

négatives. Nous avons appelé ces clones transitoires K562-Izumo1-EGFP.  

 

 

Figure 30: Cellule K562-Izumo1-EGFP. Imagerie 

confocale.  

A/ La cellule exprimant la protéine Izumo1-EGFP. 

B /La p ot i e v l e pa  l’a ti-Izumo1 

monoclonal et le goat anti-rat Rhodamine.  

C/ Image en transmission.  

D/ Izumo1-EGFP est visible dans le cytosol mais 

est bien présent au niveau de la membrane de la 

cellule. 

 

Nous avons ainsi obtenu deux constructions qui permettent au modèle cellulaire pour 

le uel ous avo s opt  d’e p i e  la p ot i e Izu o  o e te e t à la e a e.  
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d. La quantification Cellule/ spermatozoïdes par imagerie confocale 

Afin de pouvoi  o pa e  d’u  poi t de ue ualitatif u e e tuelle fo tio  de la p ot i e 

exogène, les de sit s d’e p essio  e a ai e du modèle cellulaire que nous avons généré et du 

spermatozoïde ont été comparées.  

Pour cela, nous avons appliqué le même protocole d’i u o-marquage à 20 cellules K562-

Izumo1-RFP et 20 spermatozoïdes (voir paragraphe b de cette même section). Les cellules ont été 

fixées au Paraformaldehyde à 4% (PFA) après immuno-marquage pour éviter la perméabilisation des 

cellules et de révéler la p ot i e i t a ellulai e. L’o se atio  a t  faite au i os ope o fo al 

Leica SP5 II dans les mêmes conditions de puissance d'excitation laser, de détection par les tubes 

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

Da s u  p e ie  te ps ous a o s d te i  l’ou e tu e du pi hole i i ale pou  t e e  

pifluo es e e. Nous a o s effe tu  des a uisitio s à diff e tes ou e tu es jus u’à l’o te tio  

d’u  plateau ui i di ue ue ous a o s le a i u  de fluo es e e ise pa  toute la ellule. 

Ensuite nous avons déterminé la hauteur à laquelle il fallait faire les acquisitions. Pour cela nous 

avons fait des tranches (su essio  d’acquisitions à différentes hauteurs) pour les cellules puis  

effe tu  les glages de gai s des photo ultipli ateu s afi  u’il ’  ait pas de satu atio  de 

fluo es e e. Nous atteig o s l’ pifluo es e e pou  u e ou e tu e de pinhole à 300 µm objectif 

10x.  

L’a al se des i ages a t  faite au o e  du logi iel I age J. Pou  ha ue ellule et 

spe atozoïde l’i te sit  de flo es e e totale a t  d te i e e  i o s i a t la zo e 

fluorescente et moyennée par unité de surface.  

Les histogrammes de densité de fluorescence des cellules K562 exprimant Izumo1 et des 

spermatozoïdes montrent des niveaux de densité de fluorescence légèrement plus élevés pour les 

spermatozoïdes que pour les cellules K562 exprimant la protéine exogène (Figure 31).  

Par conséquent si Izumo1 est capable de créer des liens entre les K562 et les ovocytes, il 

se le aiso a le de pe se  u’u e de sit  de lie s au oi s aussi g a de pou a t e e e t e 

les spermatozoïdes et les ovocytes. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Photo-multiplicateur
http://fr.wikipedia.org/wiki/Photo-multiplicateur
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Figure 31: Nombre de cellules par classe de densité de fluorescence. En rouge les cellules K562 exprimant 

Izumo1 et en vert les spermatozoïdes. Les  K562-Izumo1-RFP expriment des densités de fluorescence 

légèrement inférieures à celles exprimées par les spermatozoïdes, ais l’o d e de g a deu  est o pa a le. 

A/ Cellules K562-Izumo1-RFP. B/ Spermatozoïde.   
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Chapitre 2 / La technique de mesure de force par micromanipulation de 

cellules ou Dual Pipette Assay (DPA) 

1. Le principe de la technique de mesure de force par micromanipulation de 

cellules  

La technique de mesure de force par micromanipulation de cellules est une technique de 

micromanipulation conçue et mise au point au laboratoire par Frédéric Pincet (Chu et al. 2004; 

Martinez-Rico et al. 2005). Elle permet de mesurer la force nécessaire pour rompre les liens entre 

une cellule exprimant un ligand et une autre cellule exprimant son récepteur spécifique. 

Les deux cellules sont manipulées avec deux micropipettes sous microscope. Un système 

hydraulique permet de contrôler la pression dans les micropipettes et donc l'aspiration appliquée 

aux cellules. Les deux cellules sont mises en vis à vis, translatées puis mises en contact grâce à des 

micromanipulateurs qui permettent de contrôler leur déplacement dans les trois dimensions de 

l’espa e (Figure 32).  

 

Figure 32 : Schéma décrivant le principe du DPA. L’ovo te et la ellule so t ai te us pa  deu  i opipettes 

toutes deu  eli es à u  s st e de se voi s ui pe et de o t ôle  l’aspi atio  e e e su  les ellules.  

La figu e  illust e le p i ipe et le d oule e t d’u e esu e : Nous appellerons pipette A 

la pipette ui ai tie t l’o o te et pipette B elle ui ai tie t la ellule. Les deux cellules sont 

maintenues en aspiration et se font face sur le même axe transrationnel. La force d’aspiration dans la 

pipette A est fo te pou  ai te i  l’o o te, l’aspi atio  da s la pipette B est i e t e pa  palie s 

(Figure 33). A chaque palier les pipettes sont translatées et écartées, si les deux cellules restent en 

o ta t, l’aspi atio  da s la pipette est aug e t e et e i jus u’à la s pa atio  des deux cellules. Si 

la pression dans la pipette B produit une aspiration inférieure à la force nécessaire pour dissocier les 

deu  ellules, les ellules este t e  o ta t et l’aspi atio  est aug e t e. Au out du i e 
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i e t, l’aspi atio  da s la pipette B devient supérieure à la force de dissociation, les cellules se 

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

 

 

 

Figure 33: Mesure de force par micromanipulation de cellules : la esu e o siste e  la p titio  d’u  le 

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 faisa t fa e, da s ot e as l’ovo te et la ellule . Les deu  ellules so t ises e  o ta t . 

L’ovo te est ai te u fo te e t aspi  pa  la pipette A. Au le - , l’aspi atio  da s 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 

app o h e et l’aspi atio  da s la pipette B est ai te a t P . L’ a te e t de la pipette B o duit à la 

s pa atio  du dou let de ellules. Les deu  de ie s les d its pe ette t d’o te i  la force de 

séparation.  
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2. Le système expérimental 

La chambre expérimentale est une boite de Pétri, dans laquelle sont déposées plusieurs 

gouttes de milieu M2 à 3% de BSA. Les ovocytes sont déposés dans une goutte de 30 µl par trois ou 

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

L’e p ie e se d oule à °C sous huile Medi ult. Les i opipettes so t dispos es de 

a i e à e ue la i opipette de o te tio  fasse fa e à la i opipette de la ellule. L’aspi ation 

est contrôlée grâce à un système hydraulique continu reliant les micropipettes à des réservoirs à eau. 

L’aspi atio  e e e pa  les i opipettes su  les ellules est fi e a uelle e t e  odifia t la 

pression dans les réservoirs à eau. Avant chaque exp ie e, l’aspi atio  da s le s st e est ifi e 

pour ne pas introduire de biais de mesure. 

Les cellules et les ovocytes sont mis dans deux gouttes séparées. Les cellules sont 

s le tio es sous o t ôle de la fluo es e e au o e t de l’e p ie e. Elles sont ensuite 

t a slat es da s la goutte de l’o o te à l’aide de la pipette de o te tio . Elles sont maintenues 

sous aspi atio  o t ôl e et ises e  o ta t a e  l’o o te pe da t un temps déterminé puis 

séparées (Figure 34). Ce dispositif est installé sur deux microscopes : un microscope optique inversé 

Leica DM-IRB disposa t d’objectifs 10x et 63x et un microscope confocal Leica SP5 II (Leica) disposant 

d’o je tifs ,  et  à i e sio . Le i os ope o fo al Lei a SP5 II est contrôlé par le logiciel 

LAS AF Lite (Leica Microsystems).  

 

 

Figure 34 : Schéma décrivant le 

dispositif expérimental.  

1 et 3/ Les ovocytes et les cellules 

sont disposés dans deux gouttes de 

milieu séparées sous huile à 37°C.  

2 ET 3/ La cellule est transférée de 

la goutte des cellules vers la goutte 

des ovo tes à l’aide de la pipette 

de contention.  

4/ Les deux micropipettes se font 

face et sont translatées au moyen 

de micromanipulateurs. 
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Chapitre 3 / R sultats de l’app o he ellulai e 

L’ tude de l’ e tuelle i te a tio  di e pa  Izu o  e t e la ellule e p i a t la p ot i e 

e og e et l’o o te a t  a o d e pa  deu  thodes e p i e tales. Nous p se te o s da s la 

première partie de ce chapitre les e p ie es d’i u atio  des ellules K  e p i a t les p ot i es 

exogènes avec les ovocytes qui nous ont permis de mettre en évidence la propriété adhésive de la 

protéine. La seconde partie sera consacrée aux résultats obtenus par la technique de mesure de 

fo e pa  i o a ipulatio  de ellules oupl e à l’i age ie o fo ale. Les p op i t s l es pa  

cette approche  seront discutés dans une troisième partie.  

1. Izu o  i duit u e adh sio  spo ta e ave  l’ovo te  

Nous avons voulu déterminer dans un premier temps si les cellules exprimant Izumo1 

pou aie t d eloppe  u e adh sio  spo ta e a e  l’o o te. Des ellules K562 exprimant Izumo1 

exogène et exprimant Izumo1-EGFP ont été triées par cytométrie et incubées avec des ovocytes 

(2 000 cellules par ovocyte) pendant une heure à 37°C en milieu CO2 indépendant sous agitation 

douce. Les ovocytes ont été ensuite rincés et les cellules qui sont restées accrochées comptées.  

Nos résultats montrent que les cellules K562 exprimant les protéines exogènes restent 

atta h es à l’o o te ap s t ois i çages. Cela o e e aussi ie  les ellules ui e p i e t Izu o  

que celles qui expriment Izumo1-EGFP. Le tau  d’adh sio  o e  est de  ellules pa  o o te pou  

les cellules K562-Izumo1-RFP et 20 cellules par ovocyte pour les cellules K562-Izumo1-EGFP (Figure 

35). Cette adhésion est très stable dans le temps, même après plusieurs heures les cellules 

demeurent collées. Nous a o s gale e t pu o se e  u  ehausse e t de l’i te sit  de l’EGFP 

dans la zone de contact indiquant un recrutement probable de la protéine (Figure 35 C). Ces résultats 

so t o pl t s pa  des tests d’i u atio  de o t ôle : les cellules K562 non transfectées ayant été 

incubées avec les ovocytes provenant des mêmes souris dans les mêmes conditions. Aucune 

adh sio  ’est o se e e t e les ellules du g oupe o t ôle et les o o tes et e e a a t tout 

rinçage.  
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Figure 35 : Ovocytes incubés avec des 

cellules K562 exprimant les protéines 

exogènes. Imagerie Confocale (Leica SP5 

II).  

A et B : Cellules K562-Izumo1-RFP 

adhérant à un ovocyte, A image en 

fluorescence B en transmission ; toutes 

les cellules qui adhèrent expriment la RFP 

et donc expriment Izumo1 exogène.  

C et D : cellules K562-Izumo1-EGFP, C 

image en fluorescence B en 

transmission ; toutes les cellules 

adh a t à l’ovo te e p i e t Izu o -

EGFP, une intensification de la 

fluorescence est visible au niveau de 

l’ai e de o ta t i di ua t u e 

densification de la protéine.  

 

Izu o  i duit ie  u e adh sio  spo ta e ave  l’ovo te, celle-ci est stable car on ne la 

voit pas se défaire dans le temps. Les mêmes résultats étant observés avec les cellules K562-

Izumo1-RFP et les K562-Izumo1-EGFP, il semble que la partie cytosolique de la protéine exogène 

Izumo1-EGFP ’i te f e pas ave  ette adhésion. 

 

2. Etude de l’adh sio  i duite pa  Izu o  pa  la te h i ue de esu e de fo e 

pa  i o a ipulatio  de ellules oupl e à l’i age ie o fo ale 

a. Izumo1 induit une adhésion forte avec recrutement au niveau de la zone de contact 

La technique de mesure de force par micromanipulation de cellules constitue une approche 

i t essa te pou  ot e od le d’ tude a  elle pe et de ua tifie  l’adh sio   i duite pa  la 

p ot i e e og e e t e les ellules ui l’e p i e t et l’o o te à l’ helle de la ellule unique dans 

des conditions mimant les conditions physiologiques où un seul spermatozoïde est en contact avec 

l’o o te. Nous pou o s o t ôle  le te ps de o ta t ai si ue la zo e de o ta t et teste  ai si 

diff e tes gio s de la e a e de l’o o te. Cette te h i ue a toutefois l’i o ie t d’i dui e 

un contact initial par une force non contrôlée. 
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Lors de cette expérience les cellules K562-Izumo1-RFP ont été testées par cette technique.  

Elles ont été mises en contact 1 min a e  l’o o te puis séparées. Les observations ont été faites 

sous i os ope Lei a i e s  u i d’u e la pe à fluo es e e et d’u e a a CCD sous o je tif 

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

1. 100% des doublets cellules K562-Izumo1-RFP exprimant la protéine exogène Izumo1/ovocytes 

testés adhèrent.  

2. Cette adhésion est forte car elle entraine une déformation importante de la cellule et de 

l’o o te lo s u’o  essaie de les s pa e  (Figure 36). La force de dissociation moyenne est 

estimée 4,24 +/- 2,6 nN.  

3. Lors de la séparatio , l’ai e de o ta t di i ue et se t it e  pa ta t des e t it s e s le 

centre faisant penser à un effet de pelage précédemment décrit par Evan Evans entre 

des globules rouges et des cellules endothéliales (Mohandas & Evans 1984). Toutefois lors de la 

séparation un lien persiste sous forme de filament entre l’o o te et la ellule K -Izumo1-RFP 

(Figure 36B).  

4. Nous ’a o s pas o se  d’adh sio  da s le g oupe o t ôle o stitu  pa  les ellules K  

transfectées par le plasmide vide et les ovocytes provenant des mêmes souris et ce même après 

5min de temps de contact.  

 

 

 

 

Figure 36 : Mesure de force par micromanipulation. Doublet cellule K562-Izumo1-RFP/Ovocyte. Le taux 

d’adh sio  est de % et la fo e de disso iatio  o e e de ,  +/- 2,6 nN.  

A/ Séparation à une minute de contact : la fo e d’aspi atio  e pe et pas de s pa e  les deu  ellules, 

celles-ci adhèrent fortement et se déforment.  

B/ La fo e d’aspi atio  a t  i e t e da s la pipette de la ellule; les deu  ellules se d ta he t mais 

un lien membranaire semble persister.   
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Les sultats des e p ie es d’i u atio  o t o t  ue les ellules e p i a t la p ot i e 

Izumo1-EGFP adh e t gale e t à l’o o te. Izu o -EGFP semble se densifier au niveau de la zone 

de contact.  

Nous avons testé les doublets cellules K562-Izumo1-EGFP/ovocytes par la technique de 

esu e de fo e pa  i o a ipulatio  ue ous a o s oupl e à l’i age ie o fo ale. Nous a o s 

appliqué la même procédure expérimentale que décrite pour les cellules K562-Izumo1-RFP. Les 

observations ont été faites sous microscope confocal Leica SP5 II. L’o je tif de es e p ie es tait 

de isualise  l’ai e de o ta t au o e t de l’adh sio  et au o e t de la s pa atio  afi  d’ alue  

l’ e gie d’adh sio  mise en jeu, de suivre la dynamique de recrutement et de voir si ce recrutement 

tait d’o igi e e a ai e dû à des p op i t s de diffusio  de la p ot i e.  

Nos sultats o t e  pa tie o fi  eu  o te us pa  les e p ie es d’i u atio  : les 

cellules K562-Izumo1-EGFP adh e t fo te e t à l’o o te et e t ai e t u e fo te d fo atio  de 

l’o o te et de la ellule. Nous a o s gale e t o se  u e i te sifi atio  de la fluo es e e au 

i eau de la zo e de o ta t aug e ta t a e  le te ps i di ua t u  e ute e t d’Izu o -EGFP au 

niveau de cette région (Figure 37 A et B). En revanche lors des essais de détachement, en 

i e ta t l’aspi atio  et e  essa a t d’ loig e  les ellules, ous a o s o se  ue la pa tie de 

la membrane cellulaire exprimant Izumo1-EGFP reste attach e à l’o o te, l’ai e de o ta t ’est e  

fait pas di i u e o e le sugg e t t o peuse e t les o se atio s sa s fluo es e e et il ’  a 

pas d’effet de pelage a  les e a es e so t pas disso i es Figu e 7 B). En exerçant une forte 

traction, un fila e t de la e a e ellulai e est ti  et este atta h  à l’o o te Figu e 7 B et C). 

Ce filament a pu être observé en fluorescence. Si on éloigne encore plus les cellules, le filament se 

rompt. Après séparation, un patch de fluorescence demeure donc au niveau de la membrane 

ovocytaire (Figure 37 C . Il est do  e  alit  i possi le d’o te i  u e e gie d’adh sio  ou e 

une force de rupture car celle-ci est supérieure à la force nécessaire pour déformer voire rompre la 

cellule. Nous pouvons juste affi e  u’elle est sup ieu e à la fo e de ,  +/- 2,6 nN  évaluée 

précédemment. 

  



88 
 

 

 

Figure 37 : Cellules K562-Izumo1-EGFP adh a t à l’ovo te ap s u e i ute de te ps de o ta t. Les ellules 

sont micromanipulées par des micropipettes sous microscopie confocale. La zone de contact est indiquée par *. 

A/ Densification de la protéine au niveau de la zone de contact entre la cellule K562-Izumo1-EGFP et l’ovo te. 

B/ Détachement :  

1) les cellules sont en contact, nous observons le recrutement de la protéine au niveau de la zone 

d’adh sio .  

2) Début de séparation : l’ovo te et la ellule se d fo e t fo tement mais la zone de contact est la 

même.  

3) L’aspi atio  est i e t e da s la i opipette de la ellule, la zo e de o ta t est d fo e ais 

’est pas odifi e.  

4) La cellule est fortement aspirée et séparée : la zo e de o ta t est  oll e su  l’ovo yte.  

C/ Après le détachement un filament de membrane est étiré. a / La zo e de o ta t ’est pas odifi e. / La 

e a e de la ellule est est e oll e à l’ovo te ap s uptu e du fila e t. 
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Izu o  i duit u e adh sio  fo te ue ous ’avo s pas pu quantifier. Nos résultats nous 

pe ette t d’affi e  ue da s os o ditio s e p i e tales la fo e essai e pou  s pa e  la 

ellule e p i a t Izu o  e og e et l’ovo te est sup ieu e à elle essai e pou  o p e 

l’i t g it  de la e a e de la ellule. L’ai e de o ta t  e di i ue pas lo s de la s pa atio  des 

cellules. 

b. Cinétique de recrutement et cinétique de fluorescence  

Nos sultats o t e t u’Izu o  est e ut e au i eau de la zo e de o ta t. Afi  de 

suivre ce recrutement nous avons suivi par microscopie confocale la cinétique de la fluorescence de 

la protéine Izumo1-EGFP. Les cellules K562-Izumo1-EGFP et les ovocytes ont été mis en contact par 

micromanipulation comme décrit précédemment. La cinétique de fluorescence est suivie par 

imagerie confocale. Les résultats des analyses des films qui sont présentés dans la suite ont été 

obtenus par traitement avec les logiciels LAS AF Lite (Leica Microsystems) et Image J (National 

Institute of Health).  

L’ olutio  de l’ai e de o ta t a t  o te ue e  a al sa t l’ olutio  de zo e 

d’e i hisse e t totale en fonction du temps. L’ai e effe ti e d’e i hisse e t dans la zone de 

contact augmente jus u’à atte d e u   plateau o espo da t à l’ai e de o ta t totale au out de 5 

min environ. La taille de l’ai e de contact donc de la surface maximum enrichie en Izumo1 dépend 

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

A).   

 

Figure 38 A/ L’ai e effe tive de la 

zone d’e i hisse e t e  

Izumlo1 augmente rapidement 

pour atteindre un plateau 

correspondant à la totalité de 

l’ai e de o ta t au out de  

minutes environ. 

 

L’ olutio  du e ute e t de la p ot i e a t  d duite de l’a al se de l’i te sit  totale de 

fluorescence au niveau de la zone de contact en fonction du temps. Pour chaque temps, des 

acquisitions par tranche verticale de 1 à 2 µm ont été faites afin de couvrir toute la hauteur de la 

http://www.leica-microsystems.com/products/microscope-software/life-sciences/las-af-advanced-fluorescence/
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zo e de o ta t. L’i te sit  de fluo es e e totale a t  ai si epo t e e  fo tio  du te ps et 

normalisée par l’ai e de o ta t effe ti e e t e i hie au te ps asso i . Nos résultats montrent que 

la zone de contact est saturée en protéine Izumo1 après environ 20 min de contact (Figure 38 B).  

 

Figure 38 B/ Le recrutement de la 

protéine au niveau de la zone de 

o ta t aug e te jus u’à la 

20ème minute, la pente ralentit 

ensuite pour atteindre le plateau.  

 

 

E  a al sa t l’i te sit  de fluo es e e pa  se tio  à diff e ts te ps ous a o s pu sui re 

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

tracée au niveau de la zone de contact, une autre légèrement décalée e s l’i t ieu  de la ellule. 

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

elui de la p e i e de faço  à o te i  le p ofil d’e i hisse e t d’Izu o  u i ue e t. Ces p ofils 

d’e i hisse e t so t  reportés à différents temps sur les graphiques de la figure 39 B. On note que 

l’enrichissement  commence par des points de nucléation et ce dès les premières secondes après 

mise en contact. Ces points augmentent de taille et en intensité et confluent pour couvrir toute la 

zone de contact (Figure 39 A).  
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Figure 39 : Le e ute e t d’Izu o  au iveau de la zo e de o ta t se fait pa  des poi ts de u l atio .  

A/ “e tio  d’u e ellule K -Izumo1-EGFP : dès les premières secondes Izumo1 commence à être recruté 

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

la zo e de e ute e t s’est ette e t de sifi e. A  i utes toute la zo e de o ta t est satu e e  

protéine.  

B/ G aphi ue o t a t l’ volutio  de es points de nucléation par section.  

 

3. L’adh sio  observée est indépendante du modèle cellulaire 

Izumo1 est une protéine qui développe des interactions e  Cis a e  d’aut es p ot i es 

spermatiques (Inoue et al. 2010; Ellerman et al. 2009). Est-il possi le ue l’adh sio  ue ous a o s 

observée ne sulte pas di e te e t d’u e i te a tio  e  t a s d’Izu o, ais de elle d’u e p ot i e 

p se te à la e a e des K  a e  la uelle Izu o  s’asso ie ait et u’il activerait ? Pour tester 

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

U2OS (Chapitre 1 de cette partie). Nous avons appliqué le même protocole de transfection 
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transitoire que celui utilisé pour les cellules K562 et nous avons testé les cellules exprimant Izumo1-

EGFP par le même protocole expérimental.  

Nous obtenons les mêmes résultats que pour les cellules K562 : une adhésion  stable dans le 

temps, suffisamment forte pour  entrainer une importante déformation des cellules, une rupture de 

leur membrane lors des tentatives de détachement et une relocalisation de la protéine au niveau de 

la zone de contact (Figure 40).  

 

 

Figure 40  

A et B : Cellules de la lignée MDA-Izumo1-EGFP 

adh e t à l’ovo te. A/ Image en fluorescence : 

Izumo1-EGFP est recruté au niveau de la zone de 

contact. B / Cellule MDA-Izumo1-EGFP en 

transmission. 

 C et D : Cellules de la lignée U2OS-Izumo1-EGFP 

adh e t à l’ovo te. C/ I age e  fluo es e e : 

Izumo1-EGFP est recrutée au niveau de la zone 

de contact. D / Cellule U2OS-Izumo1-EGFP en 

transmission.  

 

Ces sultats e de t do  assez i p o a le u e a tio  i di e te d’Izu o . E  effet u e 

telle ve tualit  essite ait ue le pa te ai e e  d’Izu o  i te agissa t e  t a s ave  l’ovo te 

soit o  seule e t p se t su  les  t pes ellulai es test s, ais gale e t  i a tif ta t u’il 

’i te agit pas ave  Izu o  puis ue les ellules ’adh e t pas au  ovo tes ava t t a sfe tio .  

Conclusion et discussion des résultats obtenus par l’app o he ellulai e 

Le od le ue ous a o s is au poi t ous a pe is de o t e  u’Izu o  d eloppe u e 

adhésion a e  l’o o te. E  effet, os sultats i di ue t u’Izu o  joue u  ôle d s l’ tape 

d’adh sio  et e e  i te agissa t elle-même avec un ou plusieurs partenaires de la membrane de 

l’o o te. Cette i te a tio  e  T a s ’e lut pas u e i te a tio  a e  des ol ules pa te ai es de 

la membrane spermatique qui seraient elles- es i pli u es da s les tapes d’adh sio  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-i u atio  ous a o s o t  u’u  o o te se liait en moyenne à une vingtaine de cellules 

exprimant la protéine recombinante, la molécule partenaire est donc présente au niveau de toute la 

e a e de l’o o te à l’e eptio  de la zo e a i o illai e . Les a al ses e  fluo es e e o t 

o t  u’Izu o  tait e ut  d s les p e i es se o des et pou ait o ti ue  à l’ t e pe da t  

minutes avant d’atteindre la saturation de la zone de contact. Sachant que notre modèle cellulaire 

exprime la protéine exogène dans des concentrations légèrement inférieures à celles de la protéine 

ati e e p i e pa  le spe atozoïde, ous pou o s a a e  l’h poth se ue e pa te ai e est 

exprimé en quantité suffisamment concentrée pour fixer très rapidement de manière forte le 

spermatozoïde dès les premières secondes de contact.  

Ce e ute e t au i eau de la zo e de o ta t ue ous a o s o se  p ou e u’Izu o  

est une protéine membranaire mobile qui relocalise. Cette particularité a été montrée pa  l’ uipe 

d’Oka e (Satouh et al. 2012). Izumo1 relocalise pour couvrir la tête du spermatozoïde et plus 

particulièrement la zone équatoriale. La zone équatoriale est la région où il a été montré que la 

fusio  a ait lieu. Les p ot i es i pli u es da s les p o essus d’adh sio  et de fusio  o t se 

concentrer au niveau de cette région au moment de la rencontre des deux gamètes. Ainsi Izumo1 est 

au bon endroit, en quantité importante au moment de la rencontre des gamètes. Au vu de l’adh sio  

obtenue, Izumo1 doit do  t e apa le de fai e adh e  fo te e t le spe atozoïde à l’o o te. 

Ces a gu e ts ous pe ette t d’a a e  l’h poth se u’Izu o  est u e p ot i e 

i pli u e di e te e t da s l’ tape d’adh sio  a e  u  pa te ai e la ge e t e p i  au i eau de 

la e a e de l’o o te et d eloppe ai si u e adh sio  fo te ui pe et la sta ilisation du 

spe atozoïde et e ta e  le p o essus de fusio . Il ’est pas e lu u’elle i te agisse gale e t 

avec des protéines partenaires de la membrane spermatique qui seraient elles-mêmes impliquées 

da s l’adh sio , la fusio  oi e les deu .  
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4ème Partie / L’app o he ol ulai e pa  la p ot i e e o i a te   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

G â e à ot e od le ellulai e, ous a o s o t  u’Izu o  o f e au  ellules ui 

l’e p i e t la apa it  d’adh e  au  o o tes.  

Nous a o s souhait  so de  l’i te a tio  di e te e t e Izu o  et la e a e de l’o o te, 

e  isola t Izu o  de tout o te te ellulai e. L’id e de l’e p ie e tait de e pla e  la e a e 

ellulai e pa  des illes de e es fo tio alis es a e  Izu o  et a a t ise  à l’ helle du lie  

unique, la liaiso  u’u e ol ule d’Izu o  est apa le d’ ta li  a e  u e ol ule ou u  o ple e 

moléculaire de la membrane ovocytaire. 

Cette partie sera divisée en 3 chapitres. Le premier sera consacré à la molécule 

recombinante élaborée pour cette étude,  de sa o eptio  jus u’à la fo tio alisatio  des illes de 

verre. Le second chapitre présentera le Biomembrane Force Probe (BFP), technique expérimentale 

utilis e pou  so de  l’i te a tio  e t e Izu o  et l’o o te à l’ helle du lie  u i ue. Qua t au 

troisième chapitre, il exposera les expériences et les résultats obtenus. 
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 Chapitre 1 / Le do ai e e t a ellulai e d’Izu o1 

1. Conception de la protéine recombinante 

Co e ous l’a o s u au hapit e 3 de la 1ère partie, Izumo1 est une protéine 

transmembranaire co stitu e d’u  do ai e e t a ellulai e immunoglobuline, d’u  do ai e 

t a s e a ai e Izu o  t a e se  seule fois la e a e  et d’u e ou te ueue tosoli ue. La 

protéine globale est insoluble mais son domaine extracellulaire, qui est la partie susceptible de 

do e  lieu à u e i te a tio  e  t a s a e  l’o o te, lui est solu le. Da s la pe spe ti e d’u e 

fo tio alisatio  de illes telle ue ous l’e isageo s, la solu ilit  de la p ot i e est u  pa a t e 

i po ta t. C’est pou uoi e  ue de e e  ette pa tie de l’ tude, il a t  d id  de p odui e le 

do ai e e t a ellulai e d’Izu o  plutôt ue la p ot i e da s sa glo alit . 

Afi  d’o te i  le do ai e e t a ellulai e e o i a t d’Izu o  le plus p o he de elui de la 

protéine native, un système eucaryote (lignée cellulaire HEK 293F) permettant de maintenir les 

modifications post-t adu tio elles a t  hoisi pou  assu e  la p odu tio  de la ol ule. L’utilit  

des modifications post-traductionnelles dans la fonction de la protéine a été soulignée dans la 1ère 

partie au chapitre 3.  

La production de la protéine est suivie de trois étapes :  

 une purification permettant de la séparer de toutes les autres protéines excrétées 

par la cellule 

 une identification pour permettre un éventuel immuno-marquage, 

 une biotinylation en vue de son accrochage aux billes de verre (préalablement 

recouvertes de streptavidine).  

C’est pou uoi  ti uettes o t t  i t g es à la pa tie C-terminal du domaine 

e t a ellulai e d’Izu o  : une étiquette histidine pour la purification, une étiquette myc pour 

l’i u o-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 

e t a ellulai e d’Izu o  à p odui e et ue ous appelle o s pa  la suite  l’ECD-Iz1 est représenté 

figure 41. 
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Figure 41 : “ h a de l’ECD-Iz1. La construction 

de l’ECD-Izumo1-Tg (His-myc-Bad)  comprend le 

domaine extracellulaire de 1-320 acides aminés 

avec trois étiquettes : l’histidi e pe met la 

purificatio  de la p ot i e, l’ ti uette yc 

l’i u o- a uage et l’ ti uette Bad la 

biotinylation. 

 

a. Production 

Le domaine extracellulaire recombinant ECD-Iz1 a été génér  à pa ti  de l’Izu o  sau age 

murin (s ue e d’a ides a i s de  à .  Annexe 1). La construction de la séquence a été faite 

au la o atoi e de l’u it  i te IN“ERM U  Réponses Cellulaires au Microenvironnement et 

Cancer  de l’hôpital Paul B ousse à Villejuif, pa  Vi gi ie Ba aud-Lange alors post-doctorante dans 

l’ uipe et Claude Boucheix. ECD-Iz1 a été cloné dans un vecteur pCDNA3 (Invitrogen) (sous 

promoteur CMV).  

La protéine recombinante a été obtenue par transfection stable de la lignée cellulaire HEK 

F, ai te ue e  ultu e au la o atoi e de l’u it  i te IN“ERM U602. La protéine ECD-Iz1 

recombinante est excrétée dans le surnageant. Sa présence y a été vérifiée par western-blot après 

électrophorèse en gel de polyacrylamide contenant du laurylsulfate de sodium (SDS-PAGE) au moyen 

d’u  a ti o ps a ti-Izumo1 polyclonal. 

b. Purification 

Da s e pa ag aphe, je d is le p oto ole ue j’ai sui i pou  pu ifie  les ol ules ue j’ai 

ensuite utilis es pou  l’e se le des e p ie es ue je p se te ai au hapit e  de ette ème 

pa tie. Cette pu ifi atio  de l’ECD-Iz1 correspond à la 7ème réalisée à Villejuif (notée P7VII dans la 

suite) et p o ie t d’u e ultu e ellulai e du ois de a s . Pou  des aiso s ue j’e pli ue ai 

plus loi , il s’agit de la p e i e pu ifi atio  a e  la uelle il a t  possi le d’o te i  des 

fonctionnalisations de billes contrôlées et  des résultats  reproductibles.  

Les protéines sont excrétées en permanence par les cellules HEK 293F dans le surnageant. 

Lors de chaque «passage» des cellules (procédé visant à diluer les cellules avec du milieu nutritif 

e ou el  et à li i e  les ellules o tes , le su agea t est filt  afi  d’ li i e  les p ot i es de 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Laurylsulfate_de_sodium
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grande tailles et les d is ellulai es Filt es , µ .  La p ot i e est up e au o e  d’u e 

colonne Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic acid) (QIAexpress System, Qiagen, France) puis éluée par une 

solution  d'Imidazole (250mM) dans du PBS. La quantité de protéines obtenue est évaluée par 

ig atio  su  gel d’ le t opho se a e  latio  au Bleu de Coo assie et o pa ée avec une 

gamme de BSA. La concentration a été évaluée à environ 250µg/mL. La protéine est ensuite dialysée 

contre un tampon Tris-Hcl 10mM pH7.7 en agitation douce au moyen de membranes de dialyse 

“pe t a/Po  afi  d’ li i e  les sels des tampons. La quantité de protéine a également été dosée par 

une méthode indépendante : le NanoDrop spectrophotomètre (Thermo Scientific). La valeur de 214 

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

Afi  de s’assu e  ue la p ot i e o te ue est ie  o fo e au do ai e e t a ellulai e 

d’Izu o  souhait , la p ot i e pu ifi e a t  l e su  gel “D“-PAGE pa  l’a ti-Izumo1 monoclonal. 

L’ECD-Iz1 est bien e o u pa  l’a ti o ps Figu e 2).  

 

Figure 42 : La pu ifi atio  P VII, v l e pa  l’a ti o ps 

anti-Izumo1 sur gel SDS-PAGE : ECD-Iz1 est reconnu 

pa  l’a ti o ps a ti-Izumo1. 

c. Biotinylation 

Nous avons vu que pour les besoins de l’e p ie e, la p ot ine recombinante ECD-Iz1 devait 

être biotinylée. Cette biotinylation est basée sur un procédé enzymatique utilisant la biotine ligase 

(BirA) (GeneCopoeia, Tebu-Bio, France) et a été effectuée selon les indications du fabricant. Un excès 

d’e z e est is e  p se e de l’ECD-Iz  e  ue d’o te i  le eilleu  e de e t possi le. 

L’e z e Bi A a pe ett e le ouplage de la ioti e à l’ECD-Iz . La liaiso  se fait pa  l’ ti uette Bad 

et ne modifie pas la séquence de la protéine. Le mélange est incubé 7 heures à 37°C au bain marie. La 

p ot i e est e suite dial s e o t e du PB“  afi  d’ li i e  e ti e e t l’e z e Bi A et les sels 

présents dans les tampons. La vérification de la biotinylation se fait par révélation à la strepatividine 

oupl e à l’Ale a-Fluor700 (Invitrogen, France).  

L’ECD-Iz  e o i a t oupl  à la ioti e est l  su  gel e  p se e d’u e p ot i e 

contrôle, dans notre as ous a o s utilis  l’ECD-Iz  p o e a t d’u e pu ifi atio  p de te Figu e 

43). 
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Figu e : l’ECD-Iz1 biotinylé 

révélé par Straptavidine (Alexa 

Fluor 700 Streptavidin). La 

protéine contrôle est une protéine 

o ue po ta t la ioti e, i i ’est 

ECD-Iz1  de la purification 

précédente. 

  

Afi  d’ alue  le e de e t de la ioti latio  pa  le s st e Bi A, nous avons fait migrer 

sur gel SDS-PAGE une solution mixte de strepatavidine et de ECD-Iz1 biotinylé. Les données montrent 

ue oi s de % d’ECD-Iz1 ne sont pas biotinylés. Le rendement est donc excellent. 

Nous avons pu également déterminer le nombre de mol ules d’ECD-Iz1 biotinylées fixées 

par la streptavidine en analysant la migration sur le gel : nous avons obtenu trois bandes de 

migration sur gel, la plus distante correspond à la portion de 3% de la protéine recombinante non 

biotinylée. Les deux autres indiquent que la strepatvidine fixée u e à deu  ol ules d’ECD-Iz1 

biotinylé  à la fois (Figure 44).  

 

 

 

 

 

Figure 44: Solution strepatvidine + ECD-Iz1 

biotinylé sur gel SDS-PAGE : une très faible 

proportion de la protéine recombinante n'est pas 

biotinylée. La streptavidine se lie à deux protéines 

recombinantes de préférence. Nous avons ainsi 

o te u le do ai e e t a ellulai e d’Izu o  u i  

utilisable seul ou couplé à la biotine.  

 

2. Fonctionnalisation des billes de verre 

Pour les expériences BFP que nous décrirons dans le chapitre suivant, les billes portant ECD-

Iz1 doivent être collées à des globules rouges. Ce « collage » se fait grâce à la liaison streptavidine-

biotine en biotinylant au préalable les globules rouges et en streptavidinant des billes de verre 
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monodisperses de 3 µ  de dia t e. Pou  ela, ous a o s utilis  les p o du es d’E a  E a s 

décrites en annexe 6.  

La fonctionnalisation des billes streptavidine par ECD-Iz1 est une étape importante dans la 

mise en place du dispositif expérimental. En effet, la population de billes doit être la plus homogène 

possi le pou  e pas i t odui e de iais da s l’a al se des sultats, le is ue ta t de la ge  des 

billes de concentrations très hétérogènes. L’a o hage d’ECD-Iz1 se fait grâce à son extrémité 

biotinylée qui se fixe à la streptavidine de la bille (Figure 45 A . La o e t atio  d’ECD-Iz1 sur les 

illes e doit pas t e t op le e afi  de laisse  des sites st epta idi e li es pou  l’a o hage des 

billes sur les globules rouges, mais également pour favoriser la formation de lien uniques entre la 

ille et l’o o te. Afi  de o t ôle  au ieu  ette fo tio alisatio , u  e o e de illes a 

t  i u es da s des solutio s d’ECD-Iz1 de concentration variant de 29nM à 460 nM. Les ECD-Iz1 

des billes fonctionnalisées ont ensuite été marqués par une sonde fluorescente permettant leur 

quantification par cytométrie de flux (Figure 45 B). 

 

Figure 45: A / “ h a ep se ta t l’ECD-Iz1 fixé à la bille de verre. ECD-Iz1 biotinylé fixe une streptavidine elle-

e a o h e à la ille de ve e µ  ioti l e. B/ “ h a ep se ta t l’i u o- a uage del’ECD-Iz1 

fi  à la ille de ve e tel u'a al s  pa  le to t e. L’a ti o ps a ti-M  fi e l’ ti uette M  et est évélé par 

le secondaire Goat-anti-mouse Alexa-Fluor.  
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Le p oto ole d taill  de l’e se le de ette p o du e est do  i-dessous :  

a. La fonctionnalisation des billes  

 µl d’u e solutio  de illes µ  dia t e , st epta idi es à la o e t atio  de 70.106 

billes/µl sont incubés da s la solutio  d’ECD-Iz1 de concentration choisie (29nM, 59nM, 115nM, 

230nM, 460nM) pendant 30min à 4°C sous agitation circulaire lente. Les billes sont ensuite rincées 

trois fois avec 1ml de PBS  1x contenant de la BSA à 1/1000  (centrifugation à 6000 g pendant 4min) 

pour éliminer la protéine non fixée.   

b. Révélation de la protéine recombinante et analyse par cytométrie de flux  

La révélation de la protéine recombinante se fait par incubation dans 100µl de solution 

d’a ti-Myc dilué au 1/100ème dans du PBS 1x avec BSA à 1/1000 pendant 30 min à 4°C sous agitation 

i ulai e le te. L’e s d’a ti-Myc est éliminé par une série de trois rinçages avec 1ml de PBS 1x 

avec BSA à 1/1000 (4 min à 6000g). Les billes sont ensuite incubées 30 min à 4°C sur roue avec le 

Goat-anti-mouse Alexa-Fluor au 1/50ème PBS 1x avec BSA à 1/1000. Après rinçage les protéines sont 

re-suspendues pour analyse au cytomètre de flux.  

L’a al se des spe t es de fluo es e e a t  t s effi a e pou  d te i e  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 

fo tio alis es de faço  ho og e pou  u e e solutio  d’i u atio . L’i te sit  de 

fluorescence croît a e  la o e t atio  des solutio s d’ECD-Iz1. Cette augmentation 

d’i te sit  t oig e de l’aug e tatio  de la ua tit  d’ECD-Iz1 fixée aux billes.  Le lot issu 

de ette pu ifi atio  est elui a e  le uel ous a o s e  l’e se le de os e p ie es 

BFP. 

 Le second concerne la purification PVIII (Figure 46C) : les spectres de fluorescence 

donnent des courbes montrant des épaulements voire des courbes à deux pics, traduisant 

la présence de populations de billes très hétérogènes pour une même solution 

d’i u atio . Nous a o s gale e t ot  l’a se e de o latio  e t e la o e t atio  

en protéines de la solution dans laquelle nous avons fait incuber les billes et la densité de 

protéines liées aux billes. Un contrôle de la biotinylation des protéines issues de la 

purification PVIII a révélé  un défaut de biotinylation. Ce lot de protéines a donc été écarté. 
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Figure 46: Spectres obtenus par cytométrie pour la purification PVII et PVIII.  

A/ 1er test : Les spectres de 

fluorescence sont étroits 

traduisant des populations de 

billes homogènes. La densité 

de protéines à la surface des 

billes varie linéairement avec 

la concentration de la solution 

de fonctionnalisation et un 

plateau est obtenu à 115nM. 

 

B/ 2ème test : La 

fonctionnalisation est 

reproductible.  

 

 

 

C/ Résultats de la cytométrie 

obtenus pour la purification 

PVIII. Les spectres  de 

fluorescence sont épaulés 

traduisant la présence de 

populations de billes 

hétérogènes. On note aussi 

l'absence de corrélation entre 

la concentration de la solution 

de fonctionnalisation et la 

densité de protéines 

recombinantes liées à la 

surface des billes.  
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Tous les lots antérieurs à la purification PVII ont dû également être écartés car lors de leur 

d o g latio  ils p se taie t des sig es d’ag gatio  i po ta ts. Cette agrégation a pu être 

attribuée soit à une dénaturation de la protéine lors des décongélations répétées, soit à une 

mauvaise conformation lors de la synthèse par les cellules de la lignée HEK 293F, bien que certaines 

des purifications suivantes  aient été correctes. Pour limiter le risque de travailler avec une protéine 

dénaturée et/ou agrégée, nous avons fractionné la purification PVII en différents aliquotes et nous 

a o s p o d  à u e ou elle fo tio alisatio  à pa ti  d’u  ou el ali uote de p ot i es avant  

chaque expérience. 

Au fi al, e p oto ole de fo tio alisatio  des illes ous a pe is d’o te i  des illes 

homogènes en concentration de protéines liées à la surface. Ces fonctionnalisations homogènes et  

reproductibles ont permis l'utilisation de la protéine issue de la purification PVII pour effectuer les 

expériences de BFP.  
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Chapitre 2 / Le Biomembrane Force Probe 

1. Le Principe 

Le BFP est un outil de micromanipulation par micropipettes développé par Evan Evans dans 

les années 1990 (Evans E ;  ui pe et de so de  des lie s à l’ helle de la ol ule u i ue. “a 

se si ilit  est de l’o d e du pN et peut esu e  des i te a tio s alla t jus u’à  N. C’est u  outil 

adapt  à ot e p o l ati ue a  il pe et de so de  l’i te a tio  liga d-récepteur que peut 

développer ECD-Iz1 avec un partenaire ovocytaire. Son principe est le suivant. Un globule rouge est 

utilis  o e d a o t e pou  esu e  la fo e de uptu e d’u  lie . Le glo ule-ressort est 

maintenu dans une micropipette par aspiration contrôlée. Sa raideur k est proportionnelle à sa 

tension qui dépend elle-même de l'aspiration. Elle peut être variée sur trois ordres de grandeur. Une 

ille fo tio alis e a e  la ol ule d’i t t i i ECD-Iz1) est collée au globule rouge (Figure 47). La 

sonde ainsi formée est mise en contact de façon répétée et automatisée par translation de la pipette 

a e  le l’o jet à so de  i i l’o o te d pellu id  lo s de les approche-contact-séparation à une 

vitesse contrôlée. Chaque cycle permet d'obtenir une cou e fo e/dista e. “i u  lie  s’est fo , la 

fo e de t a tio  est esu e jus u’à la uptu e de la liaiso . La de sit  de ol ules su  la ille est 

choisie suffisamment faible pour que la probabilité de former un lien au cours d'un contact soit de 

l’ordre de 10 %. Cette o figu atio  pe et de s’assu e  ue plus de % des as d'adh sio  

i pli ue t u e liaiso  u i ue. E  p ati ue, l’i te a tio  s’ ta lissa t e t e la ille et l’o o te est 

o te ue pa  la esu e de la d fo atio  Δ  du glo ule ouge au o e  d’u  logi iel de sui i de ille. 

Les dist i utio s de fo es de uptu e F = k Δ max obtenues seront la signature du potentiel 

d’i te a tio  e t e l’ECD-Iz1 et son partenaire ovocytaire. Le principe du BFP est reporté sur la figure 

47. 
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Figure 47 : Principe du BFP. Les pipettes qui maintiennent la sonde et l'ovocyte sont alignées et la sonde fait face 

à l’ovo te. La ou e fo e-dista e est gale e t ep se t e pou  u  le app o he-contact-s pa atio  

e t e la ille et l’ovo te : e  leu l’approche, en rouge la séparation. A/ Absence de formation de lien : il ’  a 

pas de d fo atio  du esso t la fo e F est do  ulle. Lo s du o ta t le esso t est o p i  F = kΔ  est 

gative. Lo s ue la so de est s pa e de l’ovo te, F edevie t ulle. B/ Da s le as de la atio  d’u  lie  : 

lors de l’app o he la fo e F est ulle o e d it p de e t. F est gative lo s du o ta t. Lo s de la 

s pa atio  u  lie  est  et le glo ule ouge s’allo ge F = kΔ  est positive. La fo e de uptu e F a  = k Δ a  

est la force au moment de la rupture du lien.  

2. Le dispositif expérimental 

La chambre expérimentale est constituée d'une boite de Pétri, dans laquelle sont déposées 2 

gouttes de 30 µl de milieu M2 contenant 3% de BSA. Les ovocytes sont déposés dans la première 

goutte. Les globules rouges et les billes fonctionnalisées avec ECD-Iz1 ou les billes contrôles sont 

déposées dans la se o de goutte. Le tout est e ou e t pa  de l’huile Medi ult afi  d' ite  

l'évaporation des gouttes. Trois pipettes sont n essai es à l’e p ie e Figu e 8 A). Les 

i opipettes ui ai tie e t l’o o te et le glo ule ouge o t t  d ites da s la e pa tie au 

hapit e . La t oisi e pipette, i stall e pe pe di ulai e e t au  deu  p e i es pe et d’aspi e  

la bille  de verre fonctionnalisée et de la fixer de façon précise sur le globule rouge de façon à avoir 

un bon alignement pipette-globule rouge-bille. Une fois la sonde formée, elle est transférée dans la 

goutte contenant les ovocytes. Pour cela, l'extrémité de la pipette tenant la sonde est introduite dans 
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la pipette de o te tio  e plie de M . Ai si p ot g e, la so de peut t a e se  le olu e d’huile 

séparant les 2 gouttes (Figure 48 B).  

Les pipettes ai te a t l’o o te et la so de so t positio es e  is-à-vis de façon à ce que 

l’e se le so de-ovocyte-pipettes soit alig . La positio  des se oi s o t ôla t l’aspi atio  da s 

ces deux pipettes est ajustée. Une aspiration faible de 5 Pa est choisie dans la pipette de contention 

afin de minimiser les contraintes i pos es à l’o o te. U e aspi atio  de  Pa pe etta t de fi e  

la raideur du globule rouge-ressort à environ  pN∕ μ  est appli u e à la pipette ai te a t la 

so de. À e stade les les d’app o he-contact-s pa atio  de la so de su  l’o o te d crit dans la 

section précédente peuvent alors commencer, donnant lieu pour chaque cycle à une courbe de force 

(Figure 46). Pour chaque ovocyte, plusieurs billes sont testées et pour chaque couple ovocyte-sonde 

une série des 100 contacts est effectuée. Les nombreuses courbes obtenues (plus de 3000) sont 

a al s es u e à u e et  l’histog a e des fo es de uptu es du lie  peut t e ta li.  

 

 

 

Figure 48 A: “ h a d iva t le dispositif e p i e tal. L’e p ie e se d oule da s u e goutte de ilieu 

tamponné sous huile à 37°C. Les trois micropipettes se font face et sont translatées au moyen de 

i o a ipulateu s. La pipette de o te tio   ai tie t l’ovo te.  La se o de pipette est elle ui ai tie t la 

sonde. La troisième pipette est une pipette qui va permettre la construction de la sonde. 
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Figure 48 B : Les différentes étapes pour la fabrication de la sonde. Les globules rouges et les billes sont disposés 

da s la e goutte. L’ovo te est da s u e goutte diff e te. / Le glo ule ouge est aspi  pa  la pipette de 

sonde. 2/ La bille est aspirée par une troisième pipette positionnée perpendiculairement.3/ La bille est fixée sur 

le globule rouge de manière à avoir un bon alignement bille-globule rouge-sonde. 4/ La sonde ainsi fabriquée 

correctement alignée est transférée dans la pipette de contention da s la goutte de l’ovo te.  
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Chapitre 3 /  R sultats de l’app o he ol ulai e 

 

Ce hapit e est d di  à l’e se le des sultats o te us pa  l’app o he ol ulai e utilisa t 

l’ECD-Iz . Deu  t pes d’e p ie es o t t  e s. D'u e pa t, l’i u atio  des ovocytes dans des 

solutio s o te a t l’ECD-Iz  et l’i u o-marquage. Ces expériences ont permis de tester la 

apa it  d’Izu o  à se lie  au  o o tes. Ces e p ie es se o t p se t es da s la p e i e pa tie 

de ce chapitre. D'autre part, les expériences BFP o t e suite pe is de a a t ise  à l’ helle de la 

ol ule u i ue le lie  u’Izu o  est apa le de fo e  a e  l’o o te. L’e pos  de es e p ie es 

constituera la deuxième partie de ce chapitre. Enfin une dernière partie sera consacrée à une 

synthèse des résultats et aux perspectives qui en découlent. 

1. Incubation et immunofluorescence  

Nous a o s souhait  da s u  p e ie  te ps sa oi  si l’ECD-Iz1 était capable de se lier à la 

membrane des ovocytes. Pour cela des ovocytes « sauvages » dépellucidés de la lignée de souris 

C57BL6/J o t t  i u s da s u e solutio  à µg/ l d’ECD-Iz1 non biotinylé pendant une heure à 

°C e  ilieu CO  i d pe da t. Les o o tes o t t  i s afi  d’ li i e  l’e de t d’ECD-Iz1 non 

fixés aux ovocytes puis les ovocytes o t t  a u s pa  l’a ti o ps a ti-Izumo1 monoclonal lui-

même révélé par le secondaire Goat-anti-Rat Alexa-Fluor 488. À des fins de contrôle, des ovocytes 

sau ages o t t  sou is au e p oto ole de a uage a e  l’a ti o ps a ti-Izumo1 monoclonal 

puis avec le secondaire Goat-anti-Rat Alexa-Fluor 488 ou avec le secondaire Goat-anti-Rat Alexa-

Fluo   seul, sa s i u atio  p ala le a e  l’ECD-Iz1. 

L’o se atio  e  i age ie de fluo es e e o t e ue tous les o o tes ui o t t  i u s 

a e  l’ECD-Iz1 so t positifs à l’i u o-marquage (Figure 49) contrairement aux  deux groupes 

contrôles qui ne montrent aucune fluorescence.  

Ce résultat prouve que la protéine recombinante ECD-Iz1 est capable de se lier à la 

e a e plas i ue de l’o o te et pa  o s ue t ue la e a e de l’o o te poss de  ou 

plusieu s sites d’adh sio  pou  Izu o . 
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Figu e : R v latio  de l’i u o-marquage par imagerie confocale : à gauche (A et C) en fluorescence, à 

droite (B et D) en transmission. A/ Ovocytes incubés avec la protéine recombinante, rincés et révélés par 

l’a ti o ps p i ai e o o lo al A ti-Izu o  et pa  l’a ti o ps se o dai e Goat-anti-Rat Alexa-Fluor 488 : ECD-

Iz1 se fixe aux ovocytes. C/ Les ovocytes du groupe contrôle, ne fixent pas l’a ti o ps anti-Izumo1 monoclonal. 

2. Caractérisation du lien avec le BFP 

Afi  de teste  si l’adh sio  d’Izu o  su  l’o o te est sp ifi ue  et de a a t ise  la 

robustesse du lien entre Izumo1 et son ou ses partenaire(s) ovocytaires, nous avons réalisé des 

expériences BFP telles que décrites dans le chapitre précédent.  

Pour ces expériences, les billes streptavidinées ont été fonctionnalisées avec les ECD-Iz1 issus 

de la purification PVII à la concentration de 59nM. Les billes contrôles étaient les mêmes billes 

streptavidinées sans fo tio alisatio . Da s les les d’app o he-contact-séparation, le temps de 

o ta t e t e la ille et l’o o te tait e i o   s et la fo e a i ale de o p essio  à 

l’app o he a ait t  fi e à  pN. Au total  les i pli ua t  ouples o o yte-bille différents 

ont été réalisés avec les billes fonctionnalisées avec ECD-Iz1, et 1689 cycles impliquant 9 couples ont 

été effectués avec les billes témoins.  

Deux types de courbes force-distance ont été obtenus. La figure 50 représente les profils 

d’i te a tio  e t e la ille et l’o o te ua d o  e ule la pipette po ta t la so de e  appli ua t u e 

rampe de force croissant linéairement dans le temps (1000 pN/s). On voit que la force reste nulle 
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lo s u’au u  lie  e s’est fo . E  e a he si u  lien est établi la force croît linéairement avec la 

dista e de s pa atio  jus u’à uptu e à la fo e Fmax. 

 

Figure 50: Courbes de force. A/ Absence de lien : la force est nulle. B/ Un lien entre Izumo1 et la membrane de 

l’ovo te se e. Le lie  siste à u e a pe de fo e de t a tio  jus u’à e ue elle-ci parviennent à le rompre, 

la fo e d’i te a tio  eto e alo s brusquement à une valeur nulle.  

Pou  les illes e ou e tes d’ECD-Iz1, le pourcentage de contacts donnant lieu à une 

adhésion est égal à 7%  (Soit 257 liens pour 3782 tests). Ce pourcentage, inférieur à 10% est très 

satisfaisa t puis u’il ga a tit ue la majorité des évènements obtenus correspond à la formation 

d’u  lie  u i ue. Da s le as des illes o t ôles, seuls % des o ta ts  tests et  lie s 

enregistrés) donnent lieu à une adhésion.  

À pa ti  de l’e se le des fo es de uptu e o te ues, o  peut t a e  l’histog a e asso i  

(Figure 51 . Da s le as des illes e ou e tes d’ECD-Iz1, un pic unique bien défini est observé à 21+/-

1 pN (Figure 51 , alo s u’au u  pi  ’ e ge de l’histog a e o te u a e  les illes t oi . Alo s 

que ce dernier peut t e asso i  à u  uit de fo d d’adh sio  o  sp ifi ue, le pi  o te u pou  des 

illes e ou e tes d’ECD-Iz1  sugg e fo te e t l’u i it  du o t e pa te ai e d’Izu o  su  l’o o te. 

D’u  poi t de ue ua titatif, la aleu  de  pN o te ue est oh ente avec la gamme standard de 

forces de rupture attendues pour un lien non-covalent impliquant des interactions de Van der Waals 

et des liaisons Hydrogène. À titre de comparaison, le lien streptavidine-biotine qui est considéré 

comme le lien non covalent poss da t la plus fo te o ustesse o pt autou  de  pN s’il est sou is 

à des conditions de traction (taux de charge) identiques. 
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Figure 51: Dist i utio  du o e d’adh sio s pa  lasse de fo e da s le g oupe de illes ECD-Iz1 de la 

purification PVII.   

A/ Groupe test : Ovocytes de souris C57BL6/J  sondés avec la protéine recombinante ECD-Iz1 (3782 Tests et 257 

adhésions) : tau  d’adh sio  ,  % ; force 21 ± 1 pN.  

B/ Groupe contrôle : Ovocytes de souris C57BL6/J sondés avec les billes strepatavidinées  (1689 Tests et 37 

adhésions) : tau  d’adh sio  ,  %.  La dist i utio  des fo es de uptu e est t s h t og e t aduisa t la 

création de liens non spécifiques.  

 

Noto s ue des tests alis s a e  des illes e ou e tes d’ADAM , u e aut e p ot i e de la 

membrane spermatique (Chapitre 3 de la 1ère partie), ’o t pas do  lieu à des e e ts 

d’adh sio . Cette o se atio  e fo e le a a t e sp ifi ue de l'i te a tio  d'Izu o  a e  la 

membrane ovocytaire mis en évidence par les expériences impliquant les billes fonctionnalisées avec 

ECD-Iz1. 

Co lusio  et pe spe tives su  l’app o he ol ulai e 

Les sultats o te us pa  l’app o he ol ulai e o fi e t eu  ue ous a o s o te us 

pa  l’app o he ellulai e tout e  les p isa t ua titati e e t. Nous sa o s d so ais u’Izu o  

poss de u  pa te ai e à la e a e de l’o o te a e  le uel il i te agit pou  e  de l’adh sio . 

Par ailleurs, et même si ce résultat était attendu, cette interaction en trans est développée par la 

portion extracellulaire de la protéine. Ce résultat est en accord avec différents travaux montrant 

l’i hi itio  de la f o datio  pa  des a ti o ps lo ua t Izu o  di ig s o t e le do ai e 

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’agi  de la  pa tie N-terminale du domaine extracellulaire qui correspond à la partie Izumo à 

proprement parler, ou du domaine immunoglobuline. Les domaines immunoglobuline sont souvent 

i pli u s da s des i te a tio s a e  d’aut es ol ules e  is o e e  t a s. Beau oup 

d’a ti o ps e o aissa t les a tig es po t s pa  les ellules so t des i u oglobulines. Une façon 

de tenter de répondre à cette question serait de produire des protéines présentant des mutations ou 

des t o atu es da s l’u  ou l’aut e de es do ai es et d’a al se  pa  u e app o he si ilai e leu s 

i te a tio s a e  l’o o te.  

  



112 
 

5ème partie / Les pa te ai es d’Izu o  e  i t a et e t a ellulai e 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Not e t a ail a o t  pou  la p e i e fois u’Izu o  tait i pli u e d s l’ tape d’adh sio  de 

l’i te a tio  ga ti ue. Elle i duit u e adh sio  fo te et sta le d s les p e i es se o des de 

contact en se liant spécifiquement à une molécule ou complexe moléculaire largement exprimé par 

la e a e de l’o o te. Cette molécule pa te ai e e  t a s d’Izu o  est e o e à t ou e . CD  

ta t l’aut e p ot i e e o ue o e i dispe sa le da s le p o essus d’i te a tio  ga ti ue, 

ous a o s test  l’ e tualit  ue CD  soit i pli u  da s l’adh sio  ellulai e e pa  Izu o , soit 

e  ta t ue epteu  di e t d’Izu o , soit e  ta t ue pa te ai e de e epteu . La st at gie ise 

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

Pa  ailleu s, Izu o  ta t u e p ot i e d’adh sio , et les p ot i es d’adh sio  i te agissa t 

sou e t a e  le tos uelette, o e ous l’a o s u au se o d hapit e de la p e i e partie, 

nous ous so es i te og s su  la possi le i te a tio  u’Izu o  pouvait développer par sa 

terminaison cytosolique avec le cytosquelette. Les expériences explorant cette hypothèse sont 

exposées au chapitre 2.   
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Chapitre 1/ Interactions par le domaine extracellulaire : le partenaire 

d'Izu o  su  l’ovo te est-il la tétraspanine CD9 ou une protéine partenaire 

membranaire de CD9 ? 

La t t aspa i e CD  oi  pa tie , hapit e , se tio  .a.i  est u e p ot i e apa le d’o ga ise  

à la membrane des cellules des complexes moléculaires (Boucheix & Rubinstein 2001). En particulier, 

il a été montré que CD9 pouvait interagir avec des protéines de la Superfamille des 

Immunoglobulines (Levy & Shoham 2005; Charrin et al. 2003; Le Naour et al. 2004; Stipp et al. 2001; 

He et al. 2009). A la su fa e de l’o o te les CD  o ga ise aie t des sites d’adh sio  propices à la 

fusio , pe etta t de sta ilise  le spe atozoïde pla u  à l’o o te, e ui ’est pas le as e  

l’a se e de CD  (Jégou et al. 2011). Mais il a également été démontré que CD9 pouvait développer 

des interactions en Trans et constituer un récepteur partenaire, entre autres,  des protéines de la 

Superfamille des Immunoglobulines (Ellerman et al. 2009; Waterhouse et al. 2002). Nous avons voulu 

explorer les deux hypothèses suivantes : 

- la t t aspa i e CD  est le epteu  d’Izu o . 

- le epteu  d’Izu o  fait  pa tie des p ot i es i te agissa t e  is a e  la 

tétraspanine CD9. 

1. La tétraspanine CD9 est-elle la molécule partenaire d'Izumo1 ?  

Afin de d te i e  si CD  est le epteu  d’Izu o  su  l’o o te, ous a o s so d  l’i te a tio  

entre des ovocytes CD9 -/- (ovocytes provenant de souris KO en CD9, ces souris sont décrites dans le 

chapitre 1 de la deuxième partie) et des cellules K562-Izumo1-EGFP par la technique de mesure de 

fo e pa  i o a ipulatio  de ellules oupl e à l’i age ie o fo ale selo  le e s h a 

expérimental que celui décrit dans le 3ème chapitre de la 3ème partie. Le but de ces expériences 

tait de teste  l’adh sio  e  l’a sence de la tétraspanine CD9.  

Les ovocytes de la lignée CD9 KO ont été préparés selon le protocole décrit en chapitre 1 de la 

e pa tie. Les tests d’adh sio  o t t  e s a e  les ellules K -Izumo1-EGFP transfectées 

transitoirement (selon le protocole en Annexe 3) par la technique de micromanipulation de cellules 

oupl e à l’i age ie o fo ale. Les i ages o t t  a al s es pa  le logi iel I age J tel ue d it da s 

le chapitre 3 de la 3ème partie.  

Qualitativement, nos expériences montrent que les cellules K562 exprimant Izumo1 se 

o po te t de la e faço  a e  les o o tes CD  KO u’a e  les o o tes sauvages. Les cellules 

adhèrent aux ovocytes, cette adhésion est forte entraînant une importante déformation de la cellule 

et de l’o o te ai si ue 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 

’est do  pas la p ot i e à la uelle Izu o  se lie a  e e  so  a se e la ellule K562 

e p i a t Izu o  adh e à l’o o te.  

D’u  poi t de ue ua titatif, il se le ue la i ti ue de e ute e t d’Izu o  soit plus 

apide e  l’a se e de CD . E  effet, la satu atio  de la zo e de o ta t se le t e attei te au out 

de 10 min plutôt que 20 min pour les ovocytes sauvages. Ces résultats doivent cependant être 

complétés par des expériences qui permettent une analyse précise et détaillée de toute la zone de 

contact (comme effectué pour les résultats présentés partie 3 chapitre 3 section 2b). Si elle se 

t ou ait o fi e, ette diff e e de i ti ue se ait u e i di atio  fo te de l’i pli atio  de CD  

e  ta t ue pa te ai e du epteu  d’Izu o .  

 

 

Figure 52 : La cellule exprimant Izumo1-EGFP 

adh e à l’ovo te. Il e iste une intensification 

de la fluorescence au niveau de la zone de 

contact indiquée par * traduisant un 

recrutement en protéine.  

 

2. Le partenaire d'Izumo1 est-il une protéine partenaire de CD9 ?  

a. La tétraspanine CD81 ? 

La tétraspanine CD81 est un partenaire membranaire de CD9 (Rubinstein, Ziyyat, Prenant, et al. 

2006) et est également impliquée dans fertilité.  En effet, le double KO CD81 et CD9 entraîne une 

stérilité totale suggérant une interaction entre ces deux protéines (Rubinstein, Ziyyat, Prenant, et al. 

2006; Ziyyat et al. 2006; Rubinstein, Ziyyat, Wolf, et al. 2006). Nous avons voulu explorer la possibilité 

ue la t t aspa i e CD  puisse t e le epteu  d’Izu o .  

Nous a o s da s u  p e ie  te ps test  l’adh sio  e t e les ellules e primant Izumo1 exogène 

et des ovocytes « sauvages » incubés avec des anticorps anti-CD81 bloquants. Nous avons ensuite 

test  l’adh sio  les ellules e p i a t Izu o  e og e et des o o tes CD  KO gale e t i u s 

avec des anticorps anti-CD81 bloquants, l’id e ta t de se app o he  au plus d’u e situatio  de 
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double KO et d'inhiber à la fois toute activité d'organisation membranaire par CD9 et une éventuelle 

activité de CD81 en trans. 

Les ovocytes sauvages et les ovocytes CD9 KO ont été incubés avec les anticorps anti-CD81 

bloquants pendant une heure à 37°C dans du PBS 1x à 1% de BSA sous 5% de CO2. Les ovocytes ont 

ensuite été rincés. Les anticorps anti-CD81 ont été révélés par un anticorps secondaire couplé à 

l’Ale a  et les o se atio s o t t  faites en imagerie confocale. Sur la figure 53 nous voyons que 

les a ti o ps so t ie  l s à la e a e des o o tes, et u’il ’  a pas de diff e e 

significative entre les marquages des ovocytes sauvages et CD9 KO p i u s a e  l’a ti-CD81.  

 

Figure 53 : Immuno-marquage des ovocytes par les anticorps 

anti-CD81 révélés par un anticorps secondaire couplé à 

l’Ale a .  

A et B/ Ovocytes CD9 KO  en fluorescence et en transmission.  

C et D/ Ovocytes sauvages en fluorescence et en 

transmission.  

 

 

L’adh sio  de ellules K -Izumo1-RFP appelo s ue RFP ’est ue toplas i ue  a e  es 

ovocytes sauvages et CD9 KO  préincubés avec les anticorps anti-CD81 a ensuite été évaluée. Les 

cellules continuent à adhérer aux ovocytes WT et KO CD9 même en prése e d’a ti o ps lo ua ts 

dirigés contre la tétraspanine CD81.  

 

Figure 54 : Cellule K562-Izumo1-RFP 

adhérant à un ovocyte CD9 KO marqué par 

des anticorps anti-CD81 bloquants.  

 

 

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

les mol ules pa te ai es d’Izu o .  
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b. Le partenaire est-il une autre protéine partenaire de la tétraspanine CD9 ?  

Afi  de oi  si le epteu  d’Izu o  au i eau de la e a e de l’o o te est u  pa te ai e e  

Cis de CD9 nous avons testé des ovocytes dont la tétraspanine CD9 porte une étiquette EGFP (les 

souris portant ce transgène sont décrites dans le chapitre 1 de la 2nde pa tie . L’i te a tio  a t  

so d e pa  la te h i ue de esu e de fo e pa  i o a ipulatio  de ellules oupl e à l’i agerie 

confocale. L’o je tif tait d’ alue  le possi le e ute e t de la p ot i e CD  au i eau de la zo e 

de o ta t, à l’i age de elui d’Izu o . 

Nous avons utilisé les cellules K562-Izumo1-RFP afin de pouvoir discriminer le recrutement 

provenant de la p ot i e CD  de elui dû à la p ot i e e og e Izu o . L’e p ie e a t  e e 

selon le même protocole que décrit partie 3 chapitre 3. 

Nous avons observé un recrutement en CD9 au niveau de la zone de contact. Ce recrutement est 

moins important que celui d’Izu o  et e de ie t d te ta le u’au out de  inutes de contact. 

Cependant, la protéine CD9 est dès le départ très exprimée à la membrane comme le montrent les 

images de la figure 55. Ce délai de recrutement au niveau de la zone de contact pourrait s’e pli ue  

pa  le fait u’Izu o  t ou e so  epteu  d s le o ta t e  assez g a de ua tit , à la ème minute 

tous les récepteurs présents sont saturés. Au-delà de ces 10 minutes de nouveaux récepteurs sont 

recrutés.  

Ici aussi il serait judicieux de compléter les expériences et les analyses de recrutement en 

fluorescence  afin de voir si les plateaux de saturation en fluorescence pour CD9-EGFP et Izumo1 sont 

attei ts e  e te ps e ui i di ue ait ue la ol ule epteu  d’Izu o  est ie  li e à la 

tétraspanineCD9. 

   

 

Figure 55 : Recrutement en CD9 au niveau de la zone de contact entre un ovocyte CD9-EGFP et une cellule K562-

Izumo1-RFP. Le e ute e t appa aît ve s la e i ute et s’i te sifie ;  à la 15ème il est plus net.   
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3. Conclusion  

Nos observations nous ont permis de mieux caractériser Izumo1. Celle-ci est une protéine 

d’adh sio  ui, o e de o eu  e es de la “upe fa ille des I u oglo uli es, d eloppe 

u e i te a tio  e  t a s a e  u  epteu . Les lie s u’elle e a e  son partenaire en trans 

o duit à l’adh sio  des ellules ui les po te t. La t t aspa i e CD  est u e p ot i e ui pou ait 

o stitue  le epteu  pote tiel d’auta t u’elle d eloppe des i te a tio s a e  u e aut e p ot i e 

de la Superfamille des Immunoglobulines (Ellerman et al. 2003). Nos observations permettent 

d'infirmer cette hypothèse : CD9 n'est pas le récepteur d'Izumo1. Nous avons également éliminé un 

autre candidat : la tétraspanine CD81. Toutefois, le recrutement de CD9 au cours de l'adhésion 

o l  à elui d’Izu o  sugg e fo te e t ue la ol ule pa te ai e d’Izu o  est asso i e e  is 

a e  CD . La satu atio  plus apide e  Izu o  au i eau de la zo e de o ta t e  l’a se e de CD  

e fo e e s a io. Ces e p ie es pou aie t t e o ti u es afi  d’appo te  u e eilleure 

o aissa e de la possi le i te a tio  e t e la t t aspa i e CD  et le epteu  d’Izu o .  
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Chapitre 2/ Interactions par le domaine cytosolique : Izumo1 est-elle liée au 

cytosquelette?  

Comme mentionné en Introduction (Chapitre 2), plusieurs membres de la Superfamille des 

I u oglo uli es so t des p ot i es d’adh sio . Ces p ot i es so t des p ot i es 

t a s e a ai es ui pe ette t l’adh sio  des ellules e t e elles et à la at i e e t a ellulai e. 

Elles alise t des liaiso s a e  d’aut es p ot ines de la même famille, « liaisons homophiles », ou 

a e  d’aut es ol ules : des protéoglycanes de la matrice extracellulaire et des intégrines. Elles 

jouent un rôle important dans la transduction des signaux de stress mécanique extracellulaires vers 

le milieu intracellulaire et ce en interagissant avec le cytosquelette.  

L'expérience présentée ici vise à mettre en évidence une éventuelle interaction entre Izumo1 et 

le cytosquelette. Le cytosquelette est un réseau de fibres dont la partie la plus importante est 

o stitu e pa  l’a ti e. 

1. E p ie es d’i hi itio  de la pol isatio  de l’a ti e  

Afi  d’ tudie  l’i te a tio  e t e l’a ti e et la po tio  tosoli ue d’Izu o , ous a o s, da s u  

premier temps, traité les cellules K562-Izumo1-RFP à la latrunculi e B. C’est u e d ogue u  

a olide  ui fo e des o ple es a e  les o o es d’a ti e et i hi e sa pol isatio  

(Spector et al. 1989).  

Nous avons incubés les cellules exprimant la protéine recombinante dans une solution à 500nM 

de latrunculine B pendant une heure dans du M2 à 3% de BSA à 37°C. Les cellules ont ensuite été 

i es. L’adh sio  a e  les o o tes a t  test e pa  i o a ipulatio  o e p de e t. 

Cependant, le traitement à la latrunculine ayant beaucoup fragilisé les cellules, elles se sont avérées 

difficiles à manipuler, leur membrane se rompant rapidement, parfois aussitôt après que la cellule a 

été attrapée par la micropipette.  Nous avons donc eu recours à une stratégie alternative basée sur 

un marquage fluorescent de l'actine.   

2. E p ie es de a uage fluo es e t de l’a ti e 

Le pDEST/LIfeAct-mCherry-N  A e e  est u  plas ide ui fait e p i e  au  fila e ts d’a ti e 

(actine F) une étiquette mCherry qui émet dans le rouge. Une cellule transfectée avec ce plasmide 

exprime donc une actine F dont la répartition peut être directement imagée en confocal dans le 

te ps. Da s ot e as il est i t essa t d’o se e  l’ olutio  de la pa titio  de l’a ti e au fu  et à 

esu e du e ute e t d’Izu o  da s la zo e de o ta t ellule/o o te, afin de voir une 

éventuelle corrélation. Les cellules K562 ont été co-transfectées par les plasmides pIzumo1-EGFP  et 

pLIfeAct-mCherry dans une proportion 3 pour 1 pour ne pas avoir une expression trop importante de 
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l’a ti e po ta t l’ ti uette fluo es ente par rapport à Izumo1. La transfection a été faite selon le 

protocole donné en annexe 3. Le rendement de la co-transfection est extrêmement faible. Moins de 

1% des cellules expriment à la fois Izumo1-EGFP et l’a ti e F Che . Pou  la p e i e fois, des 

cellules exprimant manifestement Izumo1-EGFP a  e tes  ’adh aie t pas au  o o tes sugg a t 

u  au ais ad essage d’Izu o  à la e a e et/ou u e au aise o fo atio  de la p ot i e. Un 

seul test d’adh sio  a pu t e e  pa  i o a ipulatio . En effet, 9 cellules exprimant les deux 

p ot i es e og es o t t  test es. “eule e t deu  o t adh , ais le e ute e t de l’a ti e ’a 

été observé que sur une seule de ces deux cellules. Les acquisitions ont été faites par imagerie 

confocale. Les analyses ont été faites avec le Logiciel Image J en utilisant le même protocole 

d’a al se ue elui d it da s le e hapit e de la e pa tie.  

Nous observons le recrutement habituel en Izumo1 au niveau de la zone de contact avec un 

plateau qui débute autour de la 15ème minute de temps de contact. Par ailleurs nous avons observé 2 

pi s d’e p essio  de l’a ti e da s la zo e de o ta t. Co t ai e e t à Izu o  ou e CD  su  

l’o o te, ette aug e tatio  du tau  d’a ti e da s la zo e de o ta t se le t a sitoire. Un 

premier pic apparait à la 6ème minute de contact puis disparait, un autre apparait à la 17ème minute 

et dispa ait à so  tou  Figu e  A et B . Il se t ou e ue da s le test e , es deu  pi s d’a ti e se 

produisent à deux moments particuliers : le p e ie  pi  à la e i  fait suite à la fi  de l’e te sio  

de l’ai e de o ta t effe ti e, le se o d fait suite à la satu atio  de ette de i e e  p ot i e. 

N a oi s d’aut es e p ie es de o t t e alis es pou  o fi e  ou i fi e  le a a t e 

systématique de cette observation. 
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Figure 48 : Re ute e t e  Izu o  et e  a ti e au iveau de la zo e de o ta t. L’e i hisse e t o e  e  

fluorescence par unité d'aire moyenne augmente pour Izumo1 pour atteindre un plateau à la 15ème minute de 

te ps de o ta t. L’e i hisse e t e  a ti e indiqué par * présente quant à lui en deux pics à la 6ème minute 

et un 2nd à la 18ème  minute.  

 

3. Conclusion  

Ces o se atio s ous pe ette t d’e isage  u  lie  possi le e t e l’a ti e et Izu o . Pa  

e e ple, elles pou aie t sugg e  u’Izu o , au i eau de la zone de contact, transducte un signal 

e t a ellulai e  et a ti e ai si l’a ti e F ui se oit e ut e gale e t au i eau de ette gio . 

L’a ti e F pou ait e suite elle- e e t ai e  l’a ti atio  d’u e p ot i e ui pou ait joue  u  ôle 

dans la fusio .  Cette e p ie e ’a pu t e efaite o pte te u de la diffi ult  d’o te i  u e Co-

e p essio  des deu  e teu s pa  t a sfe tio  t a sitoi e. Il se ait a oi s i t essa t d’e plo e  

plus a a t la possi ilit  d’u e i te a tio  e t e Izu o  et le cytosquelette au moment du contact 

a e  l’o o te.   

 

 

  



121 
 

 

  



122 
 

6ème partie  / Izumo1 impliquée au-delà  de l’adh sio ?  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le fait ue les spe atozoïdes Izu o  KO adh e t à l’o o te sa s fusio e  (Inoue et al. 2005) 

d’u e pa t et u’Izu o  se lie e  Cis à d’aut es p ot i es de la e a e spe ati ue d’aut e pa t 

(Stein et al. 2006; Ellerman et al. 2009; Inoue et al. 2010b) laisse t pe se  u’Izu o  est u e 

p ot i e i pli u e da s l’ tape de fusio . 

Nous a o s e plo  l’h poth se u’Izumo1 induise la fusion et ce indépendamment des autres 

p ot i es spe ati ues. Les sultats de es s ies d’e p ie es se o t e pos s da s le p e ie  

chapitre. Nos observations nous ont permis de mettre en évidence deux phénomènes décrits lors de 

la fusio  du spe atozoïde et de l’o o te. Le p e ie  est le ph o e de t ogo tose (Barraud-

Lange, Naud-Barriant, Bomsel, et al. 2007; Miyado et al. 2008), ces observations seront décrites dans 

le second chapitre. Le deuxième est un phénomène proche de la phagocytose observée lors de 

l’i te alisatio  de la t te du spe atozoïde phago tose Ya agi ashi R 1994 ; Chen & Sthananthan 

1986 ; Sthananthan 1993) et observée par Bronson (Bronson 1998; Bronson & Fusi 1990). Les 

sultats de es o se atio s fe o t l’o jet du t oisi e hapit e de cette partie.  
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Chapitre 1/ Izumo1 induit-elle une fusion ou hémi-fusion des membranes 

cellulaires ?  

Nous a o s d o t  u’Izu o  est u e p ot i e d’adh sio . Mais la litt atu e ous dit ue 

sans Izumo1 la fusion ne peut se produire (Inoue et al. 2005). Lors de la fusion, les bicouches qui 

o pose t la e a e des  ellules e  o ta t ’e  fo t plus u’u e. Lo s d’u e h ifusio , 

seules les ou hes e te es des e a es des  ellules o u i ue t. L’h ifusio  peut 

constituer la première étape de la fusion. Nous avons alors voulu teste  l’h poth se ue la fo te 

adh sio  i duite pa  Izu o  puisse e e  à la fusio  ou à l’h ifusio  sa s i te e tio  d’aut es 

protéines spermatiques.  

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

1. Les e p ie es d’adh sio  ovo tes-cellules K562-Izumo1-RFP  

La RFP e og e est d’e p essio  i t a- toplas i ue.  Da s le as d’u e fusio  elle se ait 

o se e e  fluo es e e da s le toplas e de l’o o te autou  de la zo e de o ta t. Au u e des 

expériences que nous avons menées ne nous a permis de mettre en évidence le passage de la RFP 

da s le toplas e de l’o o te Figu e . 

 

Figure 49 : Cellule K562-Izumo1-RFP adhérant 

à un ovocyte; il n y a pas de passage de la RFP 

dans le cytoplasme. 

 

2. Les e p ie es d’adh sio  ovo tes a u s au Hoechst-cellules K562-

Izumo1-RFP 

Pour mener cette étude nous avons repris le principe de révélation de la fusion par marquage au 

Hoechst exposé au 1er chapitre de la 2ème partie. Un ovocyte préalablement incubé dans du 

Hoechst puis rincé est micromanipulé au o ta t d’u e ellule K -Izu o . L’ olutio  d’Izu o  
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da s la zo e de o ta t ai si ue l’ e tuelle appa itio  de Hoe hst da s le o au de ellule, sig e 

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

Nous avons observ  u’e  d pit d’u e adh sio  fo te et du a le, le Hoe hst e se fi e pas su  le 

noyau de la cellule. Celle- i adh e à l’o o te ais e fusio e pas Figu e .  

 

 

Figure 50: Cellule K562-Izumo1-EGFP après adhésion avec 

un ovocyte préincubé au Hoechst. Le o au de l’ovo te est 

a u , elui de la ellule e l’est pas. Il ’  a pas de fusio .  

 

3. Les e p ie es d’adh sio  ovo tes PKH-cellules K562-Izumo1-RFP 

Nous avons marqué les membranes ovocytaires par du PKH27; fluorophore ayant une queue 

lipophile ui s’i s e da s la e a e et la olo e. Da s le as d’u e fusio  ou h ifusio , la 

e a e ellulai e se ait gale e t a u e. Mais os sultats ’o t ie  o t  de tel Figu e 

52).  

 

Figure 52: Cellule K562-Izumo1-RFP 

adhérant à un ovocyte marqué par le PKH 

27. Il ’  a pas de passage du PKH à la 

e a e de la ellule. Il ’  a pas 

d’h ifusio . 
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4. Conclusion  

Ces sultats ous pe ette t d’a i e  pa  uat e e p ie es diff e tes à la o lusio  

u’Izu o  seule e peut i dui e i fusio  i h ifusio . “i elle est i pli u e da s u  p o essus de 

fusio , Izu o  doit pou oi  i te agi  a e  d’aut es p ot i es de la membrane du spermatozoïde.   
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Chapitre 2/ Un échange de membrane ou « trogocytose » ?  

La trogocytose est un phénomène décrit essentiellement dans la synapse immunologique et qui 

consiste en un transfert intercellulaire de molécules membranaires. Elle implique un rapprochement 

étroit des membranes. La trogocytose a été décrite pour la première fois dans les années 70 puis 

l’id e a t  a a do e jus u’au  a es  où, g â e à l’i age ie de fluo es e e, Hua g et al. o t 

pu montrer un transfert des molé ules du CMH Co ple e Majeu  d’Histo o pati ilit  po ta t u e 

ti uette GFP d’u e ellule p se tat i e d’a tig e e s des l pho tes T toto i ues (Huang 

1999). E   l’ uipe d’Hud isie  o t e ue les l pho tes T toto i ues peu e t aptu e  des 

f ag e ts de e a e de la ellule p se tat i e d’a tig e po ta t des p ot i es 

transmembranaires (Hudrisier et al. 2001).  

La t ogo tose a t  o u e pou  la p e i e fois da s l’i te a tio  ga ti ue pa  l’ uipe du 

La o atoi e de Biologie de la Rep odu tio  Hu ai e de l’hôpital Cochin avec laquelle nous 

collaborons. Lange et al. montrent que le spermatozoïde capture des protéines CD9 par transfert de 

membrane ovocytaire et ce par un mécanisme proche de la trogocytose  (Barraud-Lange, Naud-

Barriant, Bomsel, et al. 2007); cet échange membranaire est déterminant pour la réussite de la 

fécondation ; en incubant des ovocytes CD9-/- ave  les si ules po ta ts la p ot i e l’ uipe de 

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

E  alisa t les e p ie es d’adh sio  e t e les o o tes a u s au PKH  et des ellules 

K562-Izumo1-RFP décrites au chapitre précédant, nous avons observé que sur certaines cellules 

laiss es e  o ta t e i o  u e heu e a e  l’o o te la p se e des do ai es etta t e  e t e  

fluorescence (Figure 53). Cette fluorescence traduit la capture de lipides ovocytaires marqués au 

PKH67 par la cellule.  

 

Figure 53 : Cellule K562-Izumo1-RFP adhérant à un 

ovocyte marqué par le PKH 67. Des lipides de la 

e a e de l’ovo te so t apturés par la cellule 

évoquant un phénomène de trogocytose. 
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Conclusion 

Nos observations ont permis de mettre en évidence un transfert de lipides de la membrane de 

l'ovocyte vers la membrane de la cellule exprimant Izumo1 rappelant fortement un phénomène de 

t ogo tose o se  da s le as de l’i te a tio  ga ti ue pa  deu  uipes différentes (Barraud-

Lange, Naud-Barriant, Bomsel, et al. 2007; Miyado et al. 2008). Cette observation soulève 

l’i te ogatio  suivante : ce phénomène de trogocytose que nous avons vu est-il du uniquement à 

l’adh sio  o o te-cellule ou existe-t-il u  ph o e de e o aissa e e te l’o o te et la ellule 

exprimant la protéine exogène qui serait Izumo1 induit ? Des expériences complémentaires doivent 

être menées afin de mieux étudier cet échange membranaire elles seront exposées dans la partie 

conclusion et perspectives.   
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Chapitre 3/ Le spermatozoïde est-il internalisé par un phénomène proche de 

la phagocytose ?  

 

Les images de microscopie électronique montrent que la fusion a lieu au niveau de la zone 

équatoriale tandis que la partie antérieure de la tête du spermatozoïde est internalisée par un 

mécanisme proche de la phagocytose (Yanagimashi R 1994 ; Chen & Sthananthan 1986 ; Sthananthan 

1993). Izumo1 est présent au niveau de cette région équatoriale au moment où le spermatozoïde et 

l’o o te fusio e t. L’ uipe d’Oka e a o fi  ette do e pa  le sui i d a i ue de 

spe atozoïdes do t l’Izu o  po te u e ti uette Che , en train de féconder des ovocytes 

portant un CD9-EGFP (Satouh et al. 2012). Elle a montré que les spermatozoïdes exprimant Izumo1 

fo aie t u e si ule d’i te alisatio  da s le toplas e de l’o o te pa  la pa tie a t ieu e de 

leur tête (cette donnée est discutée dans le chapitre discussion de la 3ème partie de ce travail). Cette 

internalisation débute 5min après le contact et Izumo1 disparaît à la 20ème minute.  

Lors des expériences menées avec des ovocytes de la lignée CD9-EGFP avec des cellules 

exprimant Izumo1-RFP nous avons observé après une trentaine de minutes de contact un 

phénomène assez ressemblant à une internalisation. Nos résultats montrent que la membrane de 

l’o o te d eloppe des e te sio s, et e e s  i utes de o ta t et fo e u  a eau autou  de 

la cellule K562-Izumo1-RFP (Figure 54).   

 

 

 

 

Figure 54 : Cellule K562-Izumo1-RFP adhérant à un ovocyte 

CD9-EGFP. A/ E te sio  de la e a e de l’ovo te 

e tou a t la ellule. B/ L’e te sio  p e d la fo e d’u  

a eau ui pe se  à u  ph o e d’i te alisatio .  
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Conclusion  

Izumo1 ne se le pas a oi  la possi ilit  d’i dui e l’ou e tu e d’u  po e de fusio . Toutefois 

cette protéine semble impliquée au-delà de l’ tape d’adh sio  des ga tes. Nous a o s o se  u  

ph o e d’i te alisatio  p o he de la phago tose o ua t l’i te alisation de la partie 

antérieure de la tête du spermatozoïde se produisant lors de la fécondation. Ce phénomène 

d’i te alisatio  i pli ue-t-il une reconnaissance spécifique médiée par Izumo1 ? Il est intéressant 

de noter que ce phénomène se produise en prése e d’Izu o  mais nos résultats ne nous 

pe ette t pas d’affi e  u’il e  d pe d. I i aussi des e p ie es o pl e tai es pou aie t 

amener des éléments de réponse intéressants. 
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Conclusions et perspectives 

 

Nos sultats o t e t pou  la p e i e fois u’Izu o  est u e p ot i e d’adh sio  

e o aissa t u   epteu  sp ifi ue su  la e a e de l’o o te. Ce epteu  est la ge e t 

p se t au i eau de la e a e de l’o o te et d eloppe u  lie  a e  Izu o1 dès les premières 

se o des de o ta t. Nous a o s pu ua tifie  ette adh sio  à l’ helle ol ulai e et ellulai e et 

os sultats o t e t ue ’est u e adh sio  fo te et sta le. Nous a o s is e  ide e ette 

interaction par deux méthodes expérimentales différentes et au moyen de trois modèles cellulaires 

différents. Cette interaction est donc spécifique à Izumo1. Nos résultats ont également montré 

u’Izu o  est e ut  au i eau de la zo e de o ta t et e d s les p e i es i utes. Ces 

arguments ous pe ette t d’a a e  l’h poth se u’Izu o  est u e protéine d’adh sio  générant 

une adhésion forte du spermatozoïde à l’o o te p opi e au à l’ ta lisse e t du  processus de 

fusion. Cette hypothèse est en accord avec les observations de l’ uipe d’Okabe montrant que les 

seuls spe atozoïdes apa les de fusio e  so t eu  o t a t u e fo te o e t atio  d’Izu o  

dans la zone équatoriale (Satouh et al. 2012), cette zone étant celle par laquelle la fusion des 

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

Nous avons pu également montrer que cette adhésion est développée par la portion 

extra ellulai e de la p ot i e. Ce sultat est soute u pa  diff e ts t a au  d’i hi itio  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 d fi ie. Il peut s’agi  de la  pa tie N-terminale du domaine 

extracellulaire qui correspond à la partie Izumo à proprement parler, ou du domaine 

immunoglobuline. La génération de protéines recombinantes portant des troncatures ou des 

mutations ponctuelles de l’u  ou l’aut e de es do ai es et leur analyse par les mêmes approches 

que celles utilisées dans cette étude pourrait apporter une réponse.  

Le epteu  d’Izu o  su  l’o o te este e o e à t ou e . Les e p ie es p li i ai es 

que nous a o s e es ous pe ette t d’affi e  a e  e titude u’elle ’est  i la t t aspa i e 

CD  i la t t aspa i e CD   ais sugg e t tout de e l’i pli atio  de CD  e  ta t ue 

partenaire en Cis de ce récepteur. Ces expériences devront être continuées afin de confirmer et 

quantifier ces observations. 

Izu o  d eloppe do  u e i te a tio  e  T a s ui ’e lut epe da t pas u e i te a tio  

en Cis avec des protéines partenaires de la membrane spermatique, elles-mêmes impliquées dans les 
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tapes d’adh sio  et/ou de fusion (Stein et al. 2006; Ellerman et al. 2009). La possi ilit  u’Izu o  

joue à la fois le ôle de p ot i e d’adh sio  et d’o ga isateu  de p ot i es fusog es est d’auta t 

plus plausible que nous avons démontré que bien que sa présence soit indispensable à la fusion des 

gamètes, Izumo1 seule ne peut induire cette fusion.  

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

un rôle dans le processus fusion pour lesquels  Izumo1 pourraient jouer un rôle actif.  

Le premier est un transfert de lipides de la membrane de l'ovocyte vers la membrane de la 

cellule exprimant Izumo1 exogène rappelant fortement un processus de trogocytose. Ce phénomène 

a t  o se  e t e le spe atozoïde et l’o o te, des p ot i es CD  de la e a e spe ati ue 

ayant été retrouvées su  des spe atozoïdes a a t app o h  l’o o te Ba aud-Lange et al. 2007; K. 

Mi ado et al. . Le ôle e tuel d’Izu o  da s ce processus de trogocytose reste cependant à 

être déterminé. On peut notamment imaginer que les liens formés entre  Izumo1 et son récepteur 

puissent déclencher une signalisation induisant ce phénomène de trogocytose ? Une première 

expérience permettant de teste  ette h poth se se ait d’i u e  des o o tes a u s au PKH  

et de les faire adhérer à des cellules K562 sauvages ( ’e p i a t pas la p ot i e e og e Izu o ) 

pa  u  aut e o e  u’Izu o  ous pou o s pa  e e ple e isage  u e adh sio  ia u  lien 

strepatividine biotine). Si un transfert de membrane était observé, il serait donc indépendant 

d’Izu o . Da s le as o t ai e, le ôle d’Izu o  da s le p o essus de t ogo tose se ait o fi . 

U e aut e id e d’e p ie e se ait d’i u e  des o o tes au PKH 26 (qui émet dans le rouge) et des 

cellules K562-Izumo1-EGFP : les fragments de membrane qui seront transférés sur la cellule 

appa ait o t e  ouge et au as où le epteu  d’Izu o   est p se t ous pou o s e isage  de 

oi  u  e ute e t d’Izumo1 au niveau de la zone de contact. Il serait également envisageable de 

mener ces expériences avec des ovocytes CD9-EGFP pour vérifier si le CD9 est observé également sur 

les vésicules de trogocytose.  

Le second mécanisme observé concerne  des extensions de la e a e de l’o o te autou  

des ellules e p i a t Izu o . Elles sugg e t u  d ut d’i te alisatio  de la ellule ou à u  

phénomène de type phagocytose. Il est intéressant de noter que ce phénomène se produit en 

p se e d’Izu o  mais de nouveau os sultats e ous pe ette t pas d’affi e  u’il e  

d pe d. Ce ph o e de pseudo phago tose est o se  lo s de l’e glo e e t de la pa tie 

a t ieu e de la t te du spe atozoïde pa  l’o o te (Yanagimashi R 1994 ; Chen & Sthananthan 

1986 ; Sthananthan 1993). Bronson et ses collaborateurs ont observé en microscopie électronique 

des ovocytes de hamster fécondés par des spermatozoïdes humains (Bronson 1998). Ils ont noté un 

allongement des microvillosités autour de la zone équatoriale des spermatozoïdes au moment de 
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l’adh sio  de es de ie s a e  la e a e toplas i ue de l’o o te. De plus, seuls les 

spermatozoïdes qui adhèrent aux microvillosités ovocytaires par leur zone équatoriale fusionnent 

a e  l’o o te. B o so  et ses olla o ateu s e  o lue t u’il e iste u  ph o e de 

e o aissa e e t e l’o o te et le spe atozoïde p o he de la e o aissa e de la cellule 

p se tat i e de l’a tig e par le macrophage au moment de la phagocytose (Bronson & Fusi 1990). 

Nous pou o s e isage  u’Izu o  joue u  ôle da s ette e o aissa e e t e le spe atozoïde 

et l’o o te. Des e p ie es o pl e tai es pou aie t t e e es afi  de ieu  a a t ise  e 

phénomène. Nous pou o s pa  e e ple i dui e u e adh sio  i d pe da te d’Izu o   en incubant 

les cellules et les ovocytes à la biotine et en ajoutant la streptavidine dans le milieu et vérifier si ce 

ph o e d’e eloppe e t est Izu o  d pe da t. Oka e et ses olla o ateurs ont montré que 

e ph o e d’i te alisatio  a ait lieu e i o   i utes ap s l’adh sio  du spe atozoïde à la 

e a e o o tai e et u’Izu o  est p se t da s les si ules d’I te alisatio  (Satouh et al. 

2012). Nos observations montrent que les extensions de la membrane apparaissent aux alentours du 

temps de saturation de la zone de contact entre la cellule exprimant la protéine recombinante et 

l’o o te. Izu o  pou ait t e i pli u e au-delà de l’adh sio  o se e au i eau de la zo e 

uato iale e  joua t u  ôle da s l’i te alisatio  de la pa tie a t ieu e de la t te du 

spermatozoïde.  

Au-delà des réponses apportées sur le ode d’a tio  d’Izu o  da s l’i te a tio  ga ti ue, 

ce travail soulève de nombreuses questions ouvrant la voie à des recherches qui se poursuivront bien 

au-delà de cette thèse. 
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Annexes  
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1. La Séquence Izumo1 Murin  

 

Q9D9J7 (IZUM1_MOUSE) 

Length : 397  Mass (Da) 44,885 

D’ap s : http://www.uniprot.org/uniprot/Q9D9J7 

Séquence  protéique  

 

        10         20         30         40         50         60 

MGPHFTLLLA ALANCLCPGR PCIKCDQFVT DALKTFENTY LNDHLPHDIH KNVMRMVNHE 

 

        70         80         90        100        110        120 

VSSFGVVTSA EDSYLGAVDE NTLEQATWSF LKDLKRITDS DLKGELFIKE LLWMLRHQKD 

 

       130        140        150        160        170        180 

IFNNLARQFQ KEVLCPNKCG VMSQTLIWCL KCEKQLHICR KSLDCGERHI EVHRSEDLVL 

 

       190        200        210        220        230        240 

DCLLSWHRAS KGLTDYSFYR VWENSSETLI AKGKEPYLTK SMVGPEDAGN YRCVLDTINQ 

 

       250        260        270        280        290        300 

GHATVIRYDV TVLPPKHSEE NQPPNIITQE EHETPVHVTP QTPPGQEPES ELYPELHPEL 

 

       310        320        330        340        350        360 

YPELIPTVAQ NPEKKMKTRL LILLTLGFVV LVASIIISVL HFRKVSAKLK NASDEVKPTA 

 

       370        380        390  

SGSKSDQSLS QQMGLKKASQ ADFNSDYSGD KSEATEN  

 

Séquence ADN  

atggggccgcattttacactcttgctggcagctcttgccaactgcctgtgtccagggaggccctgcatcaaatgtgaccagtttgtgacagatgcgc
taaagactttcgaaaacacttacctgaatgaccacctgccacacgacattcacaaaaatgtaatgaggatggtgaaccatgaagtatcgagcttc
ggcgtagtcacttcggctgaggattcctatttgggggccgtggacgagaacacactggaacaagcaacctggagttttctgaaggatctgaagcg
tattacagacagtgacttaaaaggagagctctttataaaggaactattgtggatgcttcgtcatcaaaaggacatctttaacaatcttgctagaca
gttccaaaaggaagttctttgtcccaacaaatgcggagtgatgtcgcagactttgatctggtgtcttaagtgcgaaaagcagttgcacatttgtcgg
aaatccctagattgtggagagcgccacatagaggtacatcgctcggaagacctggtcctggactgtctgctcagttggcatcgtgcttctaaggga
cttacagattacagtttttacagggtttgggagaacagttctgagaccttgattgccaaggggaaagaaccatatctgaccaagtcgatggtgggt
ccagaggatgctggcaactaccgctgtgtgctagataccatcaaccaaggtcatgccaccgtcatccgctacgatgtcacagtattgcccccaaa
gcattcagaggaaaaccaaccaccgaacatcataacccaagaggagcacgagactcctgtccacgtgactccacagacaccaccggggcagg
agccagagtcggagctgtacccggagctgcacccagagttgtacccggagctcatacctacagtcgctcaaaatccagagaaaaaaatgaaaa
ctcgcctcttaatactgttgacccttggctttgtggttcttgtggccagcatcattatctcggtacttcactttaggaaagtcagcgctaaattgaaga
atgcaagtgacgaagtcaaacccaccgcgtcaggatccaagtcagatcagagtttgtcccaacagatgggattgaagaaggcctctcaggcaga
ttttaactctgactactctggagataagagcgaggcaacagaaaactaa 

  

http://www.uniprot.org/uniprot/Q9D9J7
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2. Les vecteurs  

 

 

 

 

Le plasmide pCAGGS-RFP (X-301 /pCAGGS-IRES2-tagRFP) : vecteur d’e p essio  
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Le plasmide pEGFP-N1 : ve teu  d’e p essio  
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Le plasmide : pDEST/LIfeAct-mCherry-N1 
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3. Protocole de transfection transitoire  

 

Préparation des plasmides :  

Dans une hotte stérile à flux laminaire, préparer une 1ère solution de 100µl de NaCl + 8µl de 

jetPEI®, dans un second eppendorf préparer une solution de 100µl de NaCl + 4µl de solution de 

plasmide à 1µg/µl.  

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

à température ambiante pendant 20 à 30 minutes pour que les micelles se forment.  

La transfection transitoire:  

Les cellules sont déposées dans une boite de culture à 6 puits, dans chaque puits déposer 

2ml de cellules à la concentration de 2.105 cellules/ml dans leur milieu habituel. Ajouter la solution 

de jetPEI®+plasmide.  

Les ellules so t pla es e  ultu e à l’i u ateu  à °C sous % de CO2 dans une hotte 

humide. Elles expriment la protéine 24 heures plus tard.   
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4. Protocoles de génotypage pour les différentes lignées de souris 

 

Le g ot page s’effe tue pa  PCR Pol e ase Chai  Rea tio  ou pol isatio  e  hai e, 

ui pe et d’a plifie  u  f ag e t d’ADN e t ait de ha ue sou is. La PCR pe et u e a plifi atio  

spécifique de cha ue f ag e t à l’aide d’a o es oligo u l otides si ple i  sp ifi ues de la 

séquence à reconnaître) et de détecter ainsi le gène sauvage et/ou le transgène.  

Les ADN p o ie e t de l sats de ueues de sou i eau  d’u e se ai e e i o . Les outs de 

queues de  à  so t p le s à l’a i ale ie e t ale au o e t du se age et du aguage, à 

ha ue ha tillo  est att i u  le u o de ague de la sou is asso i e afi  de e pas fai e d’e eu  

de génotypage.  

La queue est traitée par une solution de lyse comprenant une Solution de tampon (Direct 

PCR Lysis reagent, Euromedex) à laquelle nous ajoutons de la Protéinase K à 1µg/100µL (il faut 

compter environ 1µg par mm de queue ; Proteinase K (PK) Promega). Les échantillons sont placés 

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

Pour les trois séries de génotypages que nous avons mis au point, les réactions de 

pol isatio  o t t  effe tu es da s u  olu e fi al de μL o p e a t µL d’ADN-cible non 

quantifié. Les réactifs ont été utilisés aux concentrations suivantes : les quatre nucléotides (dNTP, 

10mM de chaque), les amorces spécifiques (20 pM chacune), MgCl2 (25mM). Plusieurs enzymes ont 

été testées, nous avons finalement réussi à obtenir une bonne sensibilité avec la polymérase 

(HotStarTaq PCR Quiagen).  

Les lysats sont ajoutés à la solution de réactifs préparés selon les protocoles représentés sur 

les tableaux 1, 2 et 3 correspondants aux protocoles pour chaque lignée de souris. Les aliquotes sont 

placés da s le the o leu . Les les o e e t d’a o d pa  u  hauffage à °C pe da t  

i utes pou  d atu e  l’ADN, plusieu s les so t e suite essai es à la a tio  : dénaturation à 

94°C pendant 1 minute, hybridation 64°C pendant 1 minute (la températu e d’h idatio  d pe d de 

l’a o e utilis e, pou  es s ies de g ot page j’ai ifi  les te p atu es d’h idatio  e  faisa t 

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

Les a al ses se fo t pa  latio  su  gel d’aga ose à 1% en présence de bromure 

d’ thidiu  sous lai age ult a iolet. 

 

1. Protocole de génotypage des souris CD9 KO 
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Pour cette lignée de souris nous avons accouplé les souris femelles CD9 +/- avec des mâles -/-  car les 

sou is d’i t t so t les sou is CD  -/- infertiles (les détails des lignées et des accouplements sont 

expliqués au chapitre 1 de la 2ème partie). Nous avons donc amplifié les allèles sauvage et 

recombinant.  

La te p atu e d’h idatio  est de °C, pou  e g ot page ous a o s a plifi  à  les.  

 

L’all le e o i a t (354 bp) est amplifié par les amorces 

suivantes : 

- 5' TGC AGG CAT GGA GGC GCA GC 3'        UP1   

- 5' GTG CCG GCC TCG CCT TTC CC 3'        LO1                  

L’all le sau age  p  est a plifi  pa  les a o es 

suivantes :  

 5' CTG GTC ACA CCC CCT AAC GGA GC 3'   MCD91739  

 5' AGA GCT TGG CGG CGA ATG GGC TGA 3'  S2Neo  

 Pour un échantillon/µl 

Tampon 10X 5 

5X Q-Solution 10 

MgCl² 25mM 2 

Dntp 10mM 1 

Amorce 1  20pM 2,5  

Amorce 2 20pM  2,5  

Amorce 3 20pM  2,5  

Amorce 4 20pM  2,5  

H2O 17,5  

+ 4 µL ADN 4  

Hot Strat Taq 0,5 

Volume total 50  

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

Ces souris sont normalement homozygotes pour le transgène, mais nous avons été amenés à les 

génotyper par PCR lors de la décontamination de la lignée (les détails de la décontamination de cette 

lignée sont décrits au chapitre 1 de la 2ème pa tie . La te p atu e d’h idatio  est de °C, pou  e 

génotypage nous avons amplifié à  les. L’all le e o i a t (700 bp) est amplifié par les 

amorces suivantes :  

 

 

 

 

 

 ’ TGAACCGCATCGAGCTGAAGGG ’          EGFP-

CD9S 

 ’ GAATATCACCAAGAGGAACC ’                EGFP-

CD9A 

 

  

 Pour un échantillon/µl 

Tampon 10X 5 

5X Q-Solution 10 

MgCl² 25mM 2 

Dntp 10mM 1 

Amorce 1 20pM 2,5  

Amorce 2 20pM  2,5 

H2O 22,5  

+ 4 µL ADN 4  

Hot Strat Taq 0,5 

Volume total 50  

Tableau 2 : Protocole de génotypage des souris CD9-EGFP 
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3. Protocole de génotypage des souris Acr-EGFP 

 

Ces souris sont normalement également homozygotes pour le transgène, les génotypages ont été 

nécessaires lors de la décontamination de la lignée mais également car les femelles avaient une 

malformation de la cloison utérine nous obligeant à avoir recours aux accouplements avec des 

femelles sauvages (les détails relatifs à la gestion de cette lignée sont décrits au chapitre 1 de la 2ème 

pa tie . La te p atu e d’h idatio  est de °C, pou  e g ot page ous a o s a plifi  à  

les. L’all le e o i a t (300 bp) est amplifié par les amorces suivantes :  

 

 

 

 

 

 

- 5' GTGGAGCTTTGTGAGGTCACAG 3'        Acro   

- 5' CAGCTTGCCGGTGGTGCAGATG 3'        Acro-EGFP                     

 

 Pour un échantillon/µl 

Tampon 10X 5 

5X Q-Solution 10 

MgCl² 25mM 2 

Dntp 10mM 1 

Amorce 1 20pM 2,5  

Amorce 2 20pM  2,5 

H2O 22,5  

+ 4 µL ADN 4  

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

 

La s ue e d’ADN d’i t t  Izu o  u i  sans le codon stop a été fournie par Eurogentec 

dans un plasmide vecteur pUC57- IZUM1_MOUSE. La séquence d'Izumo1 a été isolée après digestion 

du plasmide pUC57-IZUM1_MOUSE par les enzymes de restrictions Nhe1 et Xho1 et insérée dans le 

plasmide pEGFP-N1. 

Pour obtenir le vecteur pIzumo1-RFP, ous a o s a plifi  la s ue e d’Izu o  par réaction 

de polymérisation en chaîne (ou PCR) en utilisant les amorces afin de rajouter le codon stop par 

utag se di ig e et l’a o s sous-clonée dans le vecteur  pCAGGS-RFP entre les sites Nhe1 et Xho1. 

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

 

a. La transformation bactérienne par choc thermique 

Les plasmides sont amplifiés (multipliés en plusieurs exemplaires identiques) grâce à des 

bactéries compétentes. Celles-ci sont des bactéries dépourvues de plasmide propre et sont traitées 

de manière à intégrer le plasmide cible.  

Nous avons ajouté 0,5µg de chacun des trois plasmides (pUC57- IZUM1_MOUSE sans le 

codon stop, pCAGGS-RFP et pEGFP-N1) à 100µL de bactéries compétentes de la souche Escherichia 

coli Top10 F' (Life Technologies). Les bactéries sont incubées 10 minutes dans la glace afin de 

stabiliser les membranes. Le plasmide est ensuite ajouté. La perméabilité de la membrane est 

augmentée par choc thermique (passage de 0 à 42°C pendant 10 secondes). Le plasmide est laissé 

e suite di  i utes e  o ta t a e  les a t ies à °C da s la gla e afi  de s’  i o po e . U e 

première culture est obtenue par ajout de 300µL de milieu liquide Luria Broth (LB) sans antibiotiques. 

Cette culture est transférée à 37°C durant une heure. Le tout est ensemencé sur milieu gélosé (LB 

Agar) au uel est ajout  l’a ti ioti ue app op i  app op i  l’a ti ioti ue o espo da t à ha u  

des deux plasmide est indiqué en annexe 2 pendant une nuit à 37°C. La sélection des bactéries ayant 

intégré le plasmide se fait par l’antibiotique.  

Le lendemain, les cultures ayant poussé la veille sont réensemencées en milieu liquide 

additio  de l’a ti ioti ue de s le tio , elui- i est e is e  i u ateu  u e uit. L’e t a tio  du 

plasmide se fait le lendemain. Nous avons utilisé les systèmes d’e traction de plasmides NucleoBond 

Xtra Midi / Midi Plus de (MACHEREY-NAGEL) selon les indications du fabriquant.  

b. Le sous clonage du plasmide pIzumo1-EGFP 

Les solutions de plasmides obtenues avaient les concentrations suivantes :  

 pUC-IZUMO1 : 1169,6 ng/µ L 

 pEGFP-N1 : 4400 ng/µL 
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La séquence Izumo1 sans le codon stop (1-396) a été obtenue par digestion enzymatique 

entre les sites Nhe1 et Xho1 par les enzymes de restriction Nhe1 et Xho1. La séquence à insérer a été 

obtenue par digestion de 30 µg de  pUC57- IZUM1_MOUSE  par 30U de Nhe1 et 30U de Xho1 dans 

50µL de tampon final (New England Biolabs). La digestion a été faite 2h à 37°C. Les enzymes de 

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

 

Afi  d’o te i  le e teu  ; 10 µg de plasmide pEGFP-N1 ont été digérés par 10U de Nhe1 et 

10U de Xho1 (New England Biolabs) dans 50µL de volume final (tampon fourni par le New England 

Biolabs). La digestion a été faite pendant 2h à 37°C. Les enzymes de restriction ont été inactivés 

thermiquement à 65°C pendant 20 min. 

L'ADN vecteur a été déphosphorylé à l’aide d’u e e z e phosphatase Fast AP Fermentas) à 

10U pendant 15 min à 37°C puis 15 min à 75°C. Afi  d’e le e  l’e z e alkali e phosphatase, le 

fragment d'ADN déphosphorylé a été purifié par le système de purification "PCR Clean Up" 

(MACHEREY-NAGEL). L’ADN e t ait est lu  da s µL d’eau DNA.  

Les ADN linéarisés (vecteur et insert) ont ensuite été purifiés sur gel d’aga ose ,  % 

(protocole standard du système Macherey-Nagel).  

Les bandes attendues sont :  

 Izumo1 sans la séquence stop : 1197pb  

 

 pEGFP-N1  
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Les ua tifi atio s pa  gel d’aga ose o fi e t la p se e des a des atte dues.  

Les f ag e ts d’ADN o t e suite t  e t aits pa  le s st e d’e t a tio  NucleoSpin Gel and 

PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) selon les indications du fabriquant et dosés au 

spectrophotomètre :  

Izumo1 : 327 ng/µ L 

vecteur pEGFP-N1 : 155 ng/µL 

L'insert et le vecteur sont ensuite mis dans une proportion de 3 pour 1 en présence de 1µL 

d’e z e ligase et de tampon de ligation (New England Biolabs) pour un volume final de 10µL. La 

réaction a été effectuée durant 4 heures à température ambiante. 

Le produit de ligature a ensuite été utilisé pour transformer des bactéries compétentes Top 

10 F' et ensemencé sur gélose avec antibiotique de sélection et mis en culture une nuit à 37°C. Le 

lendemain 10 colonies ont été prélevées et ensemencées dans 3mL de milieu liquide LB avec 

a ti ioti ue. Les plas ides e o i a ts o t t  o te us pa  pu ifi atio  à l’aide des s st es de 

purification NucleoSpin Plasmid (de Macherey Nagel).  

Pour faire le criblage des clones nous avons opté pour la méthode de digestion enzymatique. 

Les plasmides purifiés ont été digérés par NheI et XhoI et séparés par electrophorèse. On retrouve les 

bandes aux poids attendus soit 4700 pb pour le pEGFP-N1 et 1197pb pour Izumo1 sans la séquence 

stop. Les plas ides e o i a ts o t t  s ue s pa  la so i t  GATC à l’aide des a o es  

pEGFP_N1 5’CCGTCCAGCTCGACCAG3’ u i e selle et Izu o _“top 

5’GCTCGAGttaGTTTTCTGTTGCCTCGCTC3’. Le s ue çage tait o e t. 

 

c. Le sous clonage du plasmide pIzumo1-RFP  

Les solutions de plasmides de départ avaient les concentrations suivantes :  

- pUC-IZUMO1 : 1169,6 ng/µL 

- pCAGGS-RFP : 2147,8ng/µL 

 Obtention de la séquence Izumo1 complète par mutagénèse dirigée  

La s ue e o pl te d’Izu o  a t  o te ue pa  utag se di ig e. La te h i ue 

o siste e  l’a plifi atio  de l’ADN d’i t t à l’aide d’a o es si ple i  ui o t la utatio  

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 : ’ TTGCTAGCATGGGGCCGCATTTTAC ’ et pou  

l’a o e i t oduisa t le odo  « stop »  ’  GGCTCGAGttaGTTTTCTGTTGCCTCGCTC  ’. Le p oduit PCR 

est ensuite migré sur gel d’ le t opho se afi  d’e  ifie  le poids et pu ifi  o e d it 

précédemment.  
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 Le sous clonage dans pCAGGS-RFP 

Le vecteur a été digéré comme décrit précédemment. La ligation a été faite dans les 

proportions de 1 pour 3 (vecteur/ insert). La suite du sous clonage a été faite selon le même 

protocole que pour le pIzumo1-EGFP. Les plasmides recombinants ont été séquencés par la société 

GATC à l’aide des s ue es pIRE“-RP ’ TATAGACAAACGCACACCG ’ u i e selle et Izu o _“top ’ 

GGCTCGAGttaGTTTTCTGTTGCCTCGCTC  ’. Le s ue çage tait o e t. 
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6. Fonctionnalisation de la surface des billes de verre et des globules rouges 

pour le Biomembrane Force Probe 

 
Les protocoles décrits ci-dessous nous ont été aimablement fournis par Evan Evans qui les a mis au 

point. 

Dans les protocoles reviennent à plusieurs reprises les solutions tampons suivantes : 

- CB-180 : carbonate-bicarbonate 0,1 M, pH 8,5, 180 mOsm. 

- TBS-216 : Tris 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5, 316 mOsm. 

- PBS-290: PBS 0,1 M, NaCl 150 mM, pH 7,4, 290 mOsm. 

 

a. Préparation des billes de verre streptavidinylées 

Les billes utilis es so t d’u  dia t e de µm (à 2% près selon les informations fournies par le 

fabricant Bang Labs, USA). Pour les recouvrir de streptavidine, on utilise un protocole comprenant 4 

étapes : 

- lavage des billes 

- leur silanisation 

- une première fonctionnalisation avec de la biotine 

- la streptavidination 

i. Lavage des billes 

Cette tape a pou  fo tio  d’aug e te  le o e de g oupe e ts OH à la su fa e des billes. 

1. On fait ouilli  la solutio  o pos e de % d’eau o g e %  et % d’eau, contenant les 

illes suspe dues, et do t le pH a t  a e  à ,  pa  ajout d’a o ia ue. 

2. On centrifuge et on retire le surnageant. 

. O  i e plusieu s fois à l’eau pa  u e succession de centrifugation et resuspension. 

4. On resuspend dans du méthanol. 

ii. Silanisation des billes 

Cette étape consiste à lier de manière covalente des groupements amino-silanes à la surface du verre 

pa  l’i te diai e des g oupe e ts -OH du verre. 

5. On fait incuber, pendant 1 heure, 1 ml de bille à température ambiante dans un mélange 

o te a t ,  l tha ol, ,  l d’a ide a ti ue, ,  l H2O et 1,15 ml AEAPTMS (N-2-

aminoéthyl-3-aminopropyltrimethoxysilane). 

6. On centrifuge et on rince dans le méthanol. 

. O  suspe d les illes da s  gouttes de tha ol, puis o  fait s he  sous flu  d’a go , puis 10 

minutes dans une étuve à 80°C. On place les billes dans un dessiccateur pour la nuit. 
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8. Le lendemain, on resuspend dans du méthanol puis on cha ge p og essi e e t l’e i o e e t 

de la bille du méthanol vers le PBS-290. 

Les billes, recouvertes de groupements NH2 sont désormais prêtes pour la biotinylation par réaction 

avec les groupements NHS. 

iii. Biotinylation des billes 

Cette étape permet de recouv i  les illes de ioti e a e  u e de sit  su fa i ue d’e i o  10%. 

9. On lave et on resuspend 100 µl de billes dans la solution tampon CB-180. 

10. On mélange deux solutions de 0,5 mM de NHS-(CH2)10-biotine (Interchim, France) et 4,5 mM 

Sulfo-MBS (m-Maleimidoenzoyl-N-hydroxysuccimide ester, Pierce, c/o Touzart et Matignon, France) 

dans le CB-180. On y fait incuber les billes pendant 1 heure à température ambiante sous légère 

agitation. 

11. On rince et on resuspend dans la solution tampon TBS-316. On laisse incuber pendant 30 minutes 

sous légère agitation. 

12. On centrifuge et on resuspend dans du PBS-290. 

iv. Streptavidination des billes 

La streptavidination se fait par simple incubation des billes dans une solution en excès par rapport 

aux biotines portées par les billes. 

 

b. Préparation de globules rouges biotinylés 

Les glo ules ouges so t ioti l s pa  i u atio  e  p se e d’u e solutio  de pol th l e glycol 

avec biotine (NHS-PEG3400-biotine, Interchim, Montluçon, France) qui réagit avec les groupements 

amines. Conservés à 4°C, les globules rouges sont utilisables pendant 2 à 3 semaines. 

Le protocole est identique à celui de biotinylation des billes pour les étapes 9 à 12, en remplaçant 

l’ tape  pa  u e i u atio  des illes da s u e solutio  de o te a t 0,4 mg/ml de NHS-PEG3400-

biotine dans du CB-180. 
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Abstract 

Adhesion and fusion between oocyte and sperm are crucial in the process of fertilization. 
Many questions about the molecular mechanisms that underlie these processes are still open today. 
During the last two decades, several proteins have been identified as playing an active role in 
mediating gametic interaction. However, the only transmembrane protein whose absence is known 
to cause a total defect of fertilization is the sperm protein Izumo1.Izumo1 belongs to the Izumo 
protein family, in turn belonging to the Immunoglobulin superfamily. Despite its essential role in 
mediating gametic fusion, it has not yet been determined whether the protein acts as an adhesion or 
fusion molecule, or as an organizer of proteins required for fusion or adhesion. 

This study has focused on the determination of the role of Izumo1 in the gamete interaction 
process. We have generated a transgenic construct, allowing the overexpression of Izumo1 on three 
different cell lines. We have then analyzed the interaction of Izumo1-expressing cells and oocytes 
with micromanipulation force measurement assays coupled to confocal imaging. We observed a 
strong adhesion of cells expressing Izumo1 with membrane oocytes and quantified the interaction 
kinetics. In addition, we generated a recombinant Izumo1 extracellular domain, to investigate 
whether Izumo1 alone is sufficient to bind to the oocyte. We have probed the interaction of Izumo1 
and the oocyte at the single molecule level using the biomembrane force probe technique. These 
experiments confirmed that Izumo1, and not one of its partners, is responsible for the strong 
adhesion between Izumo1-expressing cells and oocytes. Finally, we observed that oocyte can interact 
with multiple Izumo1-GFP-expressing cells at the same time and that Izumo1-GFP accumulated in the 
contact area. Both observations suggest that the molecular partner of Izumo1 is widely expressed on 
the oocyte membrane. 

Keywords : fecondation ; cell adhesion ; cell fusion ; Izumo1 ; CD9 ; micromanipulation force 
mesurment  

 


