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RESUME

Des tests d’inhibitions ont permis de proposer I'intégrine
obp1 comme le récepteur du spermatozoide sur I'ovocyte
mais des expériences d’invalidation de géne ont montré
que les sous unités intégrines o6 et B1 ovocytaires
n’étaient pas essentielles a la fécondation. En utilisant
le Western blot et I'immunofluorescence (cytométrie de
flux et microscopie), hous avons montré que I'a6p1 est
exprimée par les spermatozoides de souris. Comme
pour ’ovocyte, un anticorps anti- a6 (GoH3) inhibe
spécifiquement les capacités fécondantes des
spermatozoides.

En comparant des tests de fusion avec des ovocytes
intacts (avec zone pellucide) ou des ovocytes
dépellucidés, nous avons montré que la dépellucidation
court-circuite la fonction de I'a6p1 dans le processus
d'adhésion/fusion des gameétes. L’a6B1 est donc
exprimée et fonctionnelle sur les deux gameétes au cours
de l'interaction de leur membranes.

Nos résultats, ceux des expériences utilisant des
ovocytes mutés systématiquement inséminés avec des
spermatozoides de souris sauvages, ainsi que ceux des
myoblastes qui sont incapables de fusionner entre eux
lorsqu’ils sont mutés pour la sous-unité intégrine p1
alors qu’ils le font avec des myoblastes sauvages, nous
conduisent & formuler I’hypothése selon laquelle la
présence de la sous-unité intégrine B1 sur une seule
des deux membranes suffit pour que la fusion ait lieu.
Cette hypothése est renforcée par un phénoméne
d'échange de fragments membranaires entre les gamétes
juste avant leur fusion que nous avons décrits tout
récemment.
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|. INTRODUCTION

La fécondation résulte de la fusion des deux gamétes male
et femelle. Le processus de cette fusion a été décrit par le
biais de fa microscopie électronique. Un spermatozoide
parvient, le premier, a franchir la zone pellucide (ZP), matrice
acellulaire composée de glycoprotéines, puis il pénétre dans
I'espace périvitellin et s’accole par son segment équatorial
a la zone microvillaire de la membrane plasmique de 'ovocyte
appelée oolemme. La fusion débute ensuite entre 'oolemme
et la zone post-acrosomique de la téte spermatique.
L'intégralité du spermatozoide est alors incluse dans le
cytoplasme ovocytaire. |l s’agit donc d’une fusion entre deux
cellules différentes (hétérologues) et dont le mécanisme
peut étre rapproché de celui de la fusion des virus avec les
cellules épithéliales.

Les anomalies de la fusion gamétique entrainent des stérilités
encore aujourd’hui inexpliquées. Comprendre le mécanisme
de cette fusion est donc un enjeu essentiel pour la
connaissance et le traitement de ces infertilités. C'est de
plus un modéle sans autres interférences cellulaires pour
étudier les processus de la fusion cellulaire car 'ovocyte est
contenu dans sa zone pellucide, que seul un spermatozoide
est capable de traverser.

Les mécanismes moléculaires de 'adhésion et de la fusion
gamétique restent a ce jour a élucider. Toutefois, plusieurs
familles de protéines exprimées a la surface de I'ovocyte et
du spermatozoide, dont les intégrines, les tétraspanines, et
les ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease) ont été
impliquées dans la fusion membranaire des gamétes [35, 31].
Sur I'ovocyte, seule la tétraspanine CD9 s’est avérée
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essentielle a la fusion gamétique [20, 22, 24]. Sur le
spermatozoide il a été démontré récemment que la protéine
spermatique lzumo, appartenant a la famille des
immunoglobulines, est elle aussi essentielle a cette fusion [18].
En dehors de ces deux molécules, dont le caractére essentiel
du role a été clairement démontré, les autres molécules
étudiées voient leurs réles discutés dans la littérature : role
direct ou indirect ? Rdle partiel ? Réle redondant ? Parfois
les travaux ont abouti & des résultats contradictoires, c'est
notamment le cas concernant le rdle de I'intégrine a6p1.

Les intégrines sont des protéines transmembranaires
impliquées dans les liaisons cellule-cellule et cellule-matrice
extracellulaire. Elles sont composées de deux sous-unités o
et B qui s’associent par des liaisons non covalentes. Au moins
18 sous-unités o et 8 sous-unités 3 ont été identifiées [9]. Elles
peuvent s’associer dans plus de 20 combinaisons différentes.
Les intégrines ne sont toutefois pas uniquement des protéines
d’ancrage dont le role serait exclusivement mécanique. Ce
sont également des récepteurs membranaires qui, activant
des signaux intracellulaires, sont capables d’organiser le
cytosquelette. En plus du pouvoir transducteur de signaux,
les intégrines peuvent étre la cible de signaux intracellulaires
activateurs ou désactivateurs.

Depuis une vingtaine d’années, plusieurs groupes cherchent
a identifier les partenaires ovocytaires et spermatiques
responsables de I'adhésion et de la fusion des gameétes,
d'ailleurs sans distinction claire entre ces deux étapes pourtant
successives et essentielles a toute fusion membranaire. Au
cours de cette revue, et en se focalisant sur le seul exemple
de l'intégrine a6 1, nous verrons la contradiction des données
de la littérature que nous analyserons et qui seront, trés
probablement, a I'origine de I'élucidation de ces mécanismes
dans le futur. Enfin, nous proposerons guelques hypothéses
et perspectives susceptibles de contribuer a une meiileure
compréhension du rdle de cette molécule dans I'interaction
gamétique.

Il. LINTEGRINE o6p1 OVOCYTAIRE EST
IMPLIQUEE DANS L'INTERACTION
GAMETIQUE

Les ovocytes non fécondés de souris expriment les messagers
des sous unités intégrines o6 et Pl ainsi que les protéines
correspondantes a leur surface [34, 17, 10]. L'intégrine a6p1
a été identifiée comme le récepteur de la fertiline B de souris
[1, 5] et des spermatozoides sont capables de se lier & des
cellules somatiques transfectées exprimant I'hétérodimére
61 [1]. Des protéines ovocytaires membranaires marquées
a la biotine se lient aux spermatozoides et inhibent la fusion
des gamétes. Une expérience d'immunodéplétion avec un
anticorps anti-a6 (GoH3) a révélé que la protéine ovocytaire
responsable de cette inhibition était la sous unité a6 des
intégrines [33]. De plus, la sous unité B1 se lie a la tétraspanine
CD9 [28], exprimée notamment dans I'cocyte et dont
linvalidation chez la souris cause la stérilité des femelles par
incapacité des ovocytes de fusionner avec les spermatozoides
[20, 22, 24].

Récemment, nous avons montré que la clusterisation de
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l'intégrine a6P1 ovocytaire au moment de l'interaction est
sous le contrle de la tétraspanine CD9 [36]. L'intégrine a6p1
est largement confinée aux microvillosités de I'oocyte dans
la zone d’interaction, puis de fusion entre le spermatozoide
et 'ovocyte [34]. Trés récemment, une équipe américaine a
montré, d’'une part, par microscopie électronique, que les
microvillosités ovocytaires étaient enrichie en CD9 et d'autre
part, que les ovocytes de souris délétées pour le ¢d9,
incapables de fusionner, présentaient une altération de
I'organisation de leurs microvillosités [29]. Ces données
suggérent une implication de l'intégrine a6p1 ovocytaire dans
le processus de fécondation, vraisemblablement en
coopération avec d’autres protéines dont la tétraspanine CD9
connue précisément pour son rdle d'organisateur de complexe
moléculaire [27] et notamment sur 'ovocyte [6, 32].

Face a cette intégrine ovocytaire, les spermatozoides
expriment a leur surface des protéines ADAM (A Disintegrin
And Metalloprotease) capables d’interagir, par leur motif
disintégrine, avec les intégrines. La fertiline B ou ADAM2 se
lie spécifiquement a l'intégrine a6P1 et son invalidation
empéche 'adhésion et donc la fusion entre les membranes
des deux cellules [7, 5]. Des billes recouvertes de domaines
disintégrines de TADAM3 (cyritestine) se lient a la surface des
ovocytes de souris et cette liaison est inhibée par un anticorps
anti-o6 (GoH3) [4, 32].

Chez I'humain aussi, I'intégrine o631 ovocytaire semble
impliquée dans les mécanismes d'interaction et de fusion
gamétiques puisque des anticorps monoclonaux anti-f1 ou
anti-a6 inhibent partiellement le taux de fécondation et le
nombre de spermatozoides fusionnés avec I'ovocyte
dépellucidé [19, 36].

ll. CINTEGRINE a6B1 OVOCYTAIRE N’EST PAS
ESSENTIELLE A L'INTERACTION GAMETIQUE

En nombre, il existe moins de travaux attestant la non
implication de I'a6B1 dans I'interaction gamétique que de
travaux affirmant le contraire. Seuls ces derniers apportent
des preuves génétiques solides. En effet, I'invalidation du
géne ovocytaire codant la sous-unité o6 n’a pas d’effet sur
la fécondabilité des ovocytes.

Parce que linvalidation totale du géne de la sous-unité o6
cause la mortalité des souriceaux juste aprés leur naissance,
Miller et al. ont opéré d'une maniére trés élégante, en prélevant
les ovaires des femelles dans ’heure suivant leur naissance
et en les transplantant sous les capsules rénales de souris
porteuses sauvages dont les ovaires ont été enlevés [8, 23].
Aprés 3 a 4 semaines de maturation des ovaires et une
premiére stimulation hormonale (PMSG) de ces souris deux
jours avant le prélévement, ils ont réussi a obtenir des ovocytes
au stade de vésicule germinative qu'ils ont ensuite fait maturer
in vitro afin d’obtenir des métaphases Il entiérement dépourvus
d’'o6. Lorsque ceux-ci sont inséminés in vitro, ils fécondent
normalement [23].

Ce résultat laissait penser a une possible redondance dans
la fonction des intégrines d’autant plus que plusieurs autres
sous-unités, notamment celles se liant a la sous unité (1
sont exprimées a la surface de I'ovocyte. En utilisant le




systéme Cre-Lox, He et al. ont généré des souris dont seules
les ovocytes étaient dépourvus de la sous unité 1 des
intégrines. lls ont ensuite montré que ces ovocytes étaient
parfaitement fécondables in vivo et in vitro. Le méme constat
était fait avec des ovocytes n’exprimant plus la sous unité o3.
Des expérimentations combinant des tests d'inhibition avec
des anticorps anti-B3 ou anti-av et les ovocytes invalidés
pour une autre sous unité leur ont permis d’affirmer qu’aucune
de ces intégrines n'était essentielle & la fusion des gamétes
[14].

En outre, méme si l'invalidation du géne de la fertiline j,
ligand potentiel de I'intégrine a631, diminue nettement la
fertilité (in vivo), elle n'empéche pas la fixation des
spermatozoides a la membrane plasmique des ovocytes et
leur fusion [7].

IV. INTEGRINE a6f1 SPERMATIQUE ET LE
MODELE DES MYOBLASTES

Ces contradictions de la littérature appellent une explication
qui pourrait contribuer a I'élucidation du réle que joue, ou ne
joue pas, l'intégrine a6f1 dans I'interaction gamétique. A la
lecture de I'article publié par Almeida et al. en 1995 [1], nous
avons remarqué que I'anticorps anti-o6 ( (GoH3) était mis
pendant |a fécondation in vitro alors que les deux gamétes
étaient présents.

L'action de I'anticorps sur l'intégrine ovocytaire, dont
I'expression était démontrée, semblait évidente alors que
celle sur le sperme était exclue parce que I'expression de cette
intégrine par le spermatozoide de souris n’était pas «encore»
démontrée.

Un autre travail sur la fusion membranaire dans un autre
modéle cellulaire nous a interpellé. Celui des cellules
myogéniques dont la fusion entraine la constitution des
myotubes et ou les mémes familles de molécules d’adhésion,
que celles impliquées dans la fusion gamétique, interviennent.
Il s’agit de TADAM 12 et de l'intégrine «9f1. Les myoblastes
mutés, n’exprimant pas la sous-unité intégrine B1, ne
fusionnent plus entre eux pour former des myotubes, mais sont
capables de fusionner avec des cellules myoblastiques
sauvages. La présence de la sous-unité intégrine B1 sur une
seule des deux membranes myoblastiques suffit pour que la
fusion ait lieu [30].

Or, dans tous les tests de fusion utilisant des ovocytes mutés,
ce sont systématiquement des spermatozoides de souris
sauvages qui ont été employés et nous formulons I'hypothése
selon laquelle ce méme modéle serait applicable au couple
spermatozoide/ovocyte et que la fécondance des ovocytes
a6/~ ou p1-/- serait expliquée par la présence de lintégrine
06p1 sur le spermatozoide. Une différence entre ces deux
modeéles de fusion empéche la transposition de cette
hypothése.

Contrairement au modéle homologue des myoblastes, les
gamétes, hétérologues, nexpriment pas forcément les mémes
molécules. Pour lever cet obstacle, il fallait que Iintégrine
0BB1 soit exprimée par les spermatozoides de souris.

V. LA DEPELLUCIDATION OVOCYTAIRE
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COURT-CIRCUITE LE ROLE DE L'06p1 DANS
LINTERACTION GAMETIQUE

Par ailleurs, nous avons montré que le modéle habituellement
utilisé pour tous les tests de fécondance, a savoir le modéle
de I'ovocyte dépellucidé présentait des biais majeurs [36, 3].
En effet, méme si ce modéle présente I'avantage de pouvoir
étudier directement l'interaction des membranes sans aucune
interférence, la dépellucidation induit en soi des modifications
importantes de la membrane ovocytaire dont le mécanisme
est encore non élucidé. Ces biais conduisent a court-circuiter
certaines étapes de l'interaction des membranes gamétiques.

Nous avons ainsi montré, dans un premier temps, que les
anticorps anti-CD9 inhibaient la fusion des gamétes humains
lorsqu’ils étaient introduits dans le milieu avant et pendant la
dépellucidation, mais pas lorsqu’ils I'étaient aprés. Nous
avons observé, entre autres, que cette dépellucidation
entrainait une modification de la localisation de I'intégrine
o6P1 ovocytaire avec la formation de patches membranaires,
alors que cette intégrine est distribuée de maniére homogéne
sur les ovocytes intacts. L'anticorps anti-CD9 inhibe la
relocalisation de l'intégrine a6B1 ainsi que la fécondation
suggérant que les deux phénoménes sont liés [36].

Dans un deuxiéme temps, nous avons montré que I'anticorps
anti-a6 ((GoH3) n’avait plus dieffet sur les ovocytes de souris
lorsque ceux-ci étaient déja dépellucidés puisque cette
dépellucidation provoquait la clusterisation de Fintégrine o631
comme le fait I'interaction avec le spermatozoide. L'effet de
I'anticorps était donc court-circuité par la dépellucidation car
celle-ci plagait 'ovocyte a une étape ultérieure a celle de
Faction de I'anticorps [3]. Or, dans la majorité des publications
faisant état d'un effet inhibiteur de cet anticorps sur la
fécondation chez la souris, d’'une part les ovocytes étaient
dépellucidés et d’autre part I'anticorps était présent pendant
I'insémination. Un effet sur les spermatozoides devenait alors
trés probable.

VI. LES SPERMATOZOIDES DE SOURIS
COMME LES SPERMATOZOIDES HUMAINS
EXPRIMENT L’INTEGRINE a6f1 A LEURS
SURFACES ET CELLE-CI EST IMPLIQUEE
DANS L'INTERACTION GAMETIQUE

Notre hypothése était renforcée par le fait que non seulement
I'expression de l'intégrine o631 sur le spermatozoide humain
ait déja été décrite [11, 12, 13] mais qu’en plus le pouvoir
fécondant des spermatozoides s'était révélé corrélé a cette
expression [21, 16, 25, 26].

Nous avons ainsi montré par cytométrie, immunofluorescence
et western blot que le spermatozoide de souris exprime
également l'intégrine 06B1 et que des anticorps dirigés contre
'une ou l'autre sous unité inhibent la fusion des gamétes
lorsque celle-ci est réalisée en cumulus intact. En pré-incubant
séparément les gamétes, nous avons constaté que I'effet
des anticorps médié par les spermatozoides était plus
important que celui médié par les ovocytes. De plus, lorsque
les ovocytes sont dépellucidés, ne persiste que I'effet des
anticorps sur les spermatozoides comme nous l'avions




suggéré [3]. Lensemble de ces résultats remet en question
les interprétations précédentes a propos du rdle des intégrines
dans la fusion des gamétes.

La présence effective de cette intégrine a la surface des deux
gameétes rend alors plausible I'hypothése selon laquelle sa
présence sur une des deux membranes suffit pour la réalisation
de la fusion. Ceci suppose que cette molécule serait
nécessaire par sa présence au sein d'un complexe moléculaire
commun aux deux membranes indiquant par {a-méme que
cette protéine ne serait pas essentielle a la premiére phase
d'interaction et d’adhésion entre les deux gameétes, du moins
pas des deux cotés.

Une seconde hypothése non exclusive vient s’ajouter a celle-
ci, en effet nous venons de rapporter un phénoméne qui a lieu
entre les gameétes juste avant la fusion. Il s’agit d’'un échange
de fragments membranaires de I'ovocyte vers le spermato-
zoide lorsque celui-ci est dans I'espace périviteliin [2]. Par cet
événement, le spermatozoide récupére des protéines
membranaires ovocytaires dont il est, pour certaines,
complétement dépourvu. C’est notamment le cas de la
tétraspanine CD9 qui pourrait jouer un rble d’organisateur
de complexes moléculaires spermatiques qui viendraient
faire face a ceux existant sur le versant ovocytaire et dont la
relocalisation est contrélée par CD9 [36]. il est donc possible
que le spermatozoide puisse récupérer de la sous unité 1
a partir de I'ovocyte, voire d'une cellule du tractus génital ou
de la corona.

En utilisant des marqueurs membranaires fluorescents, nous
avons montré que ce transfert ne concerne pas uniquement
quelques protéines membranaires ovocytaires telle que CD9
mais des fragments membranaires entiers [2]. Sachant que
l'intégrine a6B1 interagit avec CD9 [27, 28, 15, 36], il est fort
possible qu'elle soit concernée par ces échanges
membranaires. Aprés quoi, il faudra vérifier si cet échange
membranaire est bidirectionnel, c’est-a-dire si le spermatozoide
aussi est capable de léguer des fragments membranaires a
l'ovocyte. Ce qui permettrait d’expliquer la fusion des gamétes
lors d’une invalidation unilatérale d’'un géne exprimé par les
deux gamétes. Ce qui est notamment le cas de l'intégrine abb1

[31.
Vil. CONCLUSION

Laréponse directe et formelle quant a la validité de notre
hypothése selon la quelle la présence de la sous-unité
B1 sur I'un ou 'autre des gamétes suffit pour que la
fusion des deux ait lieu viendra de l'invalidation
conditionnelle et bilatérale, aux niveaux des ovocytes et
des spermatozoides, des génes de I'intégrine a6p1.

Une telle confirmation suggérerait d’'une part, que le
mécanisme de la fusion cellulaire serait un mécanisme
commun au moins aux gameétes et aux myoblastes, et
d’autre part qu’il serait intéressant de revoir certains
travaux consistant en des invalidations géniques
unilatérales ayant aboutit par le passé a des résultats
controversés et parfois contradictoires.
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ABSTRACT

Sperm and oocyte a6p1 integrin in gamete interaction

Ahmed ZIYYAT, Virginie BARRAUD-LANGE,
Jean-Philippe WOLF

Based on inhibition tests, the 61 integrin was suggested
to be a sperm receptor, but further experiments using gene
deletion techniques have shown that neither oocyte a6, nor
B1 integrin subunits were essential for mouse fertilization.
Using Western blot analysis and immunofluorescence (flow
cytometry and microscopy), we have shown that mouse
sperm expresses the a6p1 integrin.

As for oocytes, binding of GoH3 anti-alpha6é antibody to
sperm induces specific inhibition of sperm fertilizing ability.
Comparing zona-intact and zona-free eggs in fusion tests,
we have shown that removal of the zona pellucida bypasses
the a6B1 integrin role in the adhesion/fusion process of
oocyte fertilization. The a6B1 integrin is expressed by both
gametes and is functional during their membrane
interactions.

Our results, previous reports on fertilization of a6 or B1
integrin subunit-deleted oocytes by wild-type sperm and
the fusion ability of f1 mutant myoblasts when they were co-
cultured with wild-type myoblasts suggest that the presence
of a6P1 integrin on one of the two gamete membranes can
rescue the fertilization process. This hypothesis is further
supported by the recently reported exchange of membrane
fragments occurring between gametes prior to fusion.

Key words : fertilization, sperm, oocyte, integrin, zona pellucida
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