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RI~SUMI~ 

Des tests d'inhibitions ont permis de proposer I'int6grine 
~61~1 comme le r(~cepteur du sperrnatozdide sur I'ovocyte 
mais des exp6riences d'invalidation de g/}ne ont montr6 
que les sous unitds intdgrines (x.6 et I~1 ovocytaires 
n'dtaient pas essentielles ~ la f6condation. En utilisant 
le Western blot et I'immunofluorescence (cytomdtrie de 
flux et microscopie), nous avons montr6 que 1'~61~1 est 
exprimde par les spermatozo'ides de souris. Comme 
pour I'ovocyte, un anticorps anti- a6 (GoH3) inhibe 
sp6cifiquement les capacit6s f6condantes des 
spermatozo'ides. 

En comparant des tests de fusion avec des ovocytes 
intacts (avec zone pellucide) ou des ovocytes 
ddpellucid6s, nous avons montr6 que la ddpellucidation 
court-circuite la fonction de I'0c6~1 dans le processus 
d'adh6sion/fusion des gametes. L'0~6~1 est donc 
expdm(~e et fonctionnelle sur les deux gametes au cours 
de I'interaction de leur membranes. 

Nos r(~sultats, ceux des expdriences utilisant des 
ovocytes mut~s syst6matiquement ins6min(~s avec des 
spermatozo'l'des de souris sauvages, ainsi que ceux des 
myoblastes qui sont incapables de fusionner entre eux 
Iorsqu'ils sont mut(~s pour la sous-unit6 int6grine l~1 
alors qu'ils le font avec des myoblastes sauvages, nous 
conduisent t~ formuler I'hypoth~.se selon laquelle la 
prdsence de la sous-unitd intdgrine l~1 sur une seule 
des deux membranes suffit pour que la fusion ait lieu. 
Cette hypoth~se est renforcde par un phdnom~ne 
d'dchange de fragments membranaires entre les gam~.tes 
juste avant leur fusion que nous avons d~crits tout 
rdcemment. 
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I. I N T R O D U C T I O N  

La f6condation r6sulte de la fusion des deux gametes male 
et femelle. Le processus de cette fusion a 6t6 d6crit par le 
biais de la microscopie electronique. Un spermatozo'fde 
parvient, le premier, & franchir la zone pellucide (ZP), matrice 
acellulaire compos~e de glycoprot6ines, puis il p6n~tre dans 
I'espace p6rivitellin et s'accole par son segment 6quatorial 

la zone microvillaire de la membrane plasmique de rovocyte 
appelde oolemme. La fusion ddbute ensuite entre I'oolemme 
et la zone post-acrosomique de la t~te spermatique. 
L'int6gralit6 du spermatozo~'de est alors incluse dans le 
cytoplasme ovocytaire. II s'agit donc d'une fusion entre deux 
cellules diff6rentes (h6t~rologues) et dont le m6canisme 
peut 6tre rapproch6 de celui de la fusion des virus avec les 
cellules ~pith61iales. 

Les anomalies de la fusion gam6tique entraTnent des st6dlites 
encore aujourd'hui inexpliquees. Comprendre le m6canisme 
de cette fusion est donc un enjeu essentiel pour la 
connaissance et le traitement de ces infertilit6s. C'est de 
plus un mod61e sans autres interf6rences cellulaires pour 
6tudier les processus de la fusion cellulaire car rovocyte est 
contenu dans sa zone pellucide, que seul un spermatozdide 
est capable de traverser. 

Les m6canismes mol6culaires de I'adh6sion et de la fusion 
gam6tique restent & ce jour & 61ucider. Toutefois, plusieurs 
families de prot6ines exprimdes ~ la surface de I'ovocyte et 
du spermatozo'ide, dont les int6grines, les t6traspanines, et 
les ADAM (A Dis in tegr in  A n d  Meta l lopro tease)  ont ~t6 
impliqu6es dans la fusion membranaire des gametes [35, 31]. 
Sur I'ovocyte, seule la tetraspanine CD9 s'est averee 
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essentielle ~i la fusion gametique [20, 22, 24]. Sur le 
spermatozo'fde il a at6 d~montra racemment que la protaine 
spermatique Izumo, appartenant ~ la famille des 
immunoglobulines, est elle aussi essentielle & cette fusion [18]. 
En dehors de ces deux molacules, dont le caract~re essentiel 
du r01e a dt~ clairement d6montr6, les autres mol6cules 
~tudi6es voient leurs roles discut6s dans la litt6rature : r01e 
direct ou indirect ? R01e partiel ? R01e redondant ? Parfois 
les travaux ont abouti ~ des r6sultats contradictoires, c'est 
notamment le cas concernant le r01e de I'int6grine c(6l~l. 

Les int6grines sont des prot~ines transmembranaires 
impliqu6es darts les liaisons cellule-cellute et cellule-matrice 
extracellulaire. Elles sont compos6es de deux sous-unit6s (x 
et I~ qui s'associent par des liaisons non covalentes. Au moins 
18 sous-unitas c~ et 8 sous-unitas I~ ont at~ identifi6es [9]. Elles 
peuvent s'associer dans plus de 20 combinaisons diff6rentes. 
Les intagrines ne sont toutefois pas uniquement des protaines 
d'ancrage dont le rOle serait exclusivement m6canique. Ce 
sont ~galement des r~cepteurs membranaires qui, activant 
des signaux intracellulaires, sont capables d'organiser le 
cytosquelette. En plus du pouvoir transducteur de signaux, 
les int6grines peuvent 6tre la cible de signaux intracellulaires 
activateurs ou ddsactivateurs. 

Depuis une vingtaine d'ann6es, plusieurs groupes cherchent 
identifier les partenaires ovocytaires et spermatiques 

responsables de I'adhesion et de la fusion des gametes, 
d'ailleurs sans distinction claire entre ces deux dtapes pourtant 
successives et essentielles & toute fusion membranaire. Au 
cours de cette revue, et en se focalisant sur le seul exemple 
de I'intdgdne (x61~l, nous verrons la contradiction des donndes 
de la litt6rature que nous analyserons et qui seront, tr~s 
probablement, ~ I'origine de 1'61ucidation de ces mdcanismes 
dans le futur. Enfin, nous proposerons quelques hypoth6ses 
et perspectives susceptibles de contribuer ~ une meiUeure 
comprdhension du r01e de cette moldcule dans I'interaction 
gamatique. 

II. L'INTI~GRINE er EST 
IMPLIQUf=E DANS L'INTERACTION 

GAMI~TIQUE 

Les ovocytes non fecondds de souds expriment les messagers 
des sous unitds intdgrines (x6 et I~1 ainsi que les prot~ines 
correspondantes a leur surface [34, 17, 10]. L'int~grine c~6l~1 
a dtd identifi6e comme le r~cepteur de la fertiline J~ de souris 
[1, 5] et des spermatozoides sont capables de selier b des 
cellules somatiques transfectdes exprimant I'h~tdrodim6re 
c~6~] [1]. Des proteines ovocytaires membranaires marqudes 

la biotine se lient aux spermatozdfdes et inhibent la fusion 
des gametes. Une expdrience d'immunodepldtion avec un 
anticorps anti-c~6 (GoH3) a r~vdld que la protdine ovocytaire 
responsable de cette inhibition dtait la sous unitd c~6 des 
intdgrines [33]. De plus, la sous unitd I~] se lie b la tdtraspanine 
CD9 [28], exprim~e notamment dans I'oocyte et dont 
I'invalidation chez la souris cause la sterilit~ des femelles par 
incapacitd des ovocytes de fusionner avec les spermatozdfdes 
[20, 22, 24]. 

Rdcemment, nous avons montrd que la clusterisation de 

I'int~grine c(6131 ovocytaire au moment de I'interaction est 
sous le contrfle de la t6traspanine CD9 [36]. L'intagrine c~6131 
est largement confin6e aux microvillosites de I'oocyte dans 
la zone d'interaction, puis de fusion entre le spermatozdfde 
et I'ovocyte [34]. Tr6s recemment, une aquipe am~ricaine a 
montr6, d'une part, par microscopie electronique, que les 
microvillosit6s ovocytaires ataient enrichie en CD9 et d'autre 
part, que les ovocytes de souris dalat6es pour le cd9, 
incapables de fusionner, pr6sentaient une altaration de 
I'organisation de leurs microvillosites [29]. Ces donnaes 
sugg6rent une implication de I'intagrine (x6131 ovocytaire dans 
le processus de facondation, vraisemblablement en 
coop6ration avec d'autres prot~ines dont la tatraspanine CD9 
connue pr6cisdment pour son rSle d'organisateur de complexe 
molaculaire [27] et notamment sur I'ovocyte [6, 32]. 

Face ~ cette int6grine ovocytaire, les spermatozo'fdes 
expriment ~ leur surface des prot6ines ADAM (A Disintegrin 
And Metalloprotease) capables d'interagir, par leur motif 
disint6gdne, avec les integrines. La fertiline ]3 ou ADAM2 se 
lie sp6cifiquement a I'intagrine (x6131 et son invalidation 
empr I'adhesion et donc la fusion entre les membranes 
des deux cellules [7, 5]. Des billes recouvertes de domaines 
disintegrines de I'ADAM3 (cyritestine) se lient & la surface des 
ovocytes de souris et cette liaison est inhib6e par un anticorps 
anti-(x6 (GoH3) [4, 32]. 

Chez I'humain aussi, I'intagrine (x6~l ovocytaire semble 
impliqu6e dans les m6canismes d'interaction et de fusion 
gam6tiques puisque des anticorps monoclonaux anti-131 ou 
anti-c(6 inhibent partiellement le taux de facondation et le 
nombre de spermatozoi'des fusionn6s avec I'ovocyte 
dapellucid6 [19, 36]. 

III. L'INTf=GRINE 0r OVOCYTAIRE N'EST PAS 
ESSENTIELLE A L'INTERACTION GAMf=TIQUE 

En nombre, il existe moins de travaux attestant la non 
implication de I'c~6~! dans I'interaction gam6tique que de 
travaux affirmant le contraire. Seuls ces derniers apportent 
des preuves gendtiques solides. En effet, I'invalidation du 
g~ne ovocytaire codant la sous-unite cx6 n'a pas d'effet sur 
la f~condabilit6 des ovocytes. 

Parce que I'invalidation totale du g~ne de la sous-unitd cx6 
cause la mortalite des souriceaux juste apr~s leur naissance, 
Miller et al. ont opdrd d'une mani~re tres dldgante, en pr~levant 
les ovaires des femelles dans I'heure suivant leur naissance 
et en les transplantant sous les capsules r~nales de souris 
porteuses sauvages dont les ovaires ont ~td enlevds [8, 23]. 
Apr~s 3 b 4 semaines de maturation des ovaires et une 
premiere stimulation hormonale (PMSG) de ces souris deux 
jours avant le pr~levement, ils ont rdussi a obtenir des ovocytes 
au stade de vdsicule germinative qu'ils ont ensuite fait maturer 
in vitro afin d'obtenir des m~taphases II enti~rement ddpourvus 
d'c~6. Lorsque ceux-ci sont insdmin~s in vitro, ils fdcondent 
normalement [23]. 

Ce rdsultat laissait penser & une possible redondance dans 
la fonction des int~grines d'autant plus que plusieurs autres 
sous-unit~s, notamment celles se liant a la sous unitd 61 
sont exprim~es b la surface de I'ovocyte. En utilisant le 
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systdme Cre-Lox, He et al. ont gdn6r6 des souris dont seules 
les ovocytes etaient d~pourvus de la sous unit~ 131 des 
intdgrines. IIs ont ensuite montrd que ces ovocytes dtaient 
parfaitement fecondables in vivo et in vitro. Le me}me constat 
dtait fait avec des ovocytes n'exprimant plus la sous unit6 cc3. 
Des experimentations combinant des tests d'inhibition avec 
des anticorps anti-~3 ou anti-av et les ovocytes invalid6s 
pour une autre sous unitd leur ont permis d'affirmer qu'aucune 
de ces int~grines n'dtait essentielle ~l la fusion des gametes 
[14]. 

En outre, mOme si I'invalidation du g~ne de la fertiline ]3, 
ligand potentiel de I'intdgrine c(6131, diminue nettement la 
fertilitd (in vivo), elle n'emp~che pas la fixation des 
spermatozo'ides ~1 la membrane plasmique des ovocytes et 
leur fusion [7]. 

IV. L'INTI~GRINE r SPERMATIQUE ET LE 
MODC:LE DES MYOBLASTES 

Ces contradictions de la litterature appellent une explication 
qui pourrait contdbuer a I'dlucidation du r01e qua joue, ou ne 
joue pas, I'integrine (x6131 dans I'interaction gamdtiqua. A la 
lecture de I'article publid parAImeida eta/. en 1995 [1], nous 
avons remarqu~ que I'anticorps anti-~6 ((GoH3) ~tait mis 
pendant la fecondation in vitro alors que les deux gamdtes 
dtaient prdsents. 

L'action de I'anticorps sur I'intdgrine ovocytaire, dont 
I'exprassion etait d~montree, semblait dvidente alors que 
celle sur le sperme dtait exclue parce que I'expression de cette 
intdgdne par le spermatozdide de souris n'dtait pas <<encore>~ 
ddmontr~e. 

Un autre travail sur la fusion membranaire dans un autre 
module cellulaire nous a interpelld. Celui des cellules 
myog~niques dont la fusion entraine la constitution des 
myotubes et oO les mOmes families de moldcules d'adhdsion, 
que celles impliquOes dans la fusion gamdtique, interviennent. 
II s'agit de I'ADAM 12 et de I'int~grine cc9~1. Les myoblastes 
murals, n'exprimant pas la sous-unitd intdgrine ~1, ne 
fusionnent plus entre eux pour former des myotubes, mais sont 
capables de fusionner avec des cellules myoblastiques 
sauvages. La presence de la sous-unit~ intdgrine ]31 sur une 
seule des deux membranes myoblastiques suffit pour que la 
fusion ait lieu [30]. 

Or, dans tousles tests de fusion utilisant des ovocytes mutds, 
ce sont systematiquement des spermatozoTdes de souris 
sauvages qui ont dtd employds et nous formulons I'hypoth~se 
selon laquelle ce m~me module serait applicable au couple 
spermatozofde/ovocyte et que la fdcondanca des ovocytes 
(x6-/- ou 1314- serait expliqude par la presence de I'int~grine 
cc6131 sur le spermatozoide. Une diffdrence entre ces daux 
modules de fusion emp~che la transposition de cette 
hypoth~sa. 

Contrairement au moddle homologue des myoblastes, les 
gametes, hdt~rologues, n'expriment pas forc~ment les m~mes 
molecules. Pour lever cet obstacle, il fallait que I'intdgrine 
cc6J~l soit exprim~e par les spermatozo'/des de souris. 

V. LA  DI~PELLUClDATION OVOCYTAIRE 

COURT-CIRCUITE LE ROLE DE L'o,6131 DANS 
UINTERACTION GAMI~TIQUE 

Par ailleurs, nous avons montr6 que le module habituellement 
utilise pour tousles tests de f~condance, a savoir le module 
de I'ovocyte d~pellucid6 prdsentait des biais majeurs [36, 3]. 
En effet, m~me si ce module prdsente I'avantage de pouvoir 
dtudier directement I'interaction des membranes sans aucune 
interference, la ddpellucidation induit en soi des modifications 
importantes de la membrane ovocytaire dont le m6canisme 
est encore non 61ucidd. Ces biais conduisent ~ court-circuiter 
certaines dtapes de rinteraction des membranes gam~tiques. 

Nous avons ainsi montr6, dans un premier temps, que les 
anticorps anti-CD9 inhibaient la fusion des gametes humains 
Iorsqu'ils dtaient introduits dans ie milieu avant et pendant la 
ddpellucidation, mais pas Iorsqu'ils 1'6taient apr~s. Nous 
avons observe, entre autres, que cette depellucidation 
entrainait une modification de la Iocalisation de I'integrine 
cx6131 ovocytaira avec la formation de patches membranaires, 
alors que cette intOgrine est distdbude de maniere homog~ne 
sur les ovocytes intacts. L'anticorps anti-CD9 inhibe la 
relocalisation de I'intdgrine cc6~1 ainsi que la fdcondation 
suggdrant que les deux ph6nomdnes sont lids [36]. 

Dans un deuxi~me temps, nous avons montre que I'anticorps 
anti-(x6 ((GoH3) n'avait plus dfeffet sur les ovocytes de souris 
Iorsque ceux-ci 6taient ddj~ depellucidds puisque cette 
ddpellucidation provoquait la clusterisation de I'int6gdne cx6131 
comme le fait I'interaction avec le spermatozo'ide. L'effet de 
I'anticorps dtait donc court-circuital par la d6pellucidation car 
celle-ci pla~ait I'ovocyte ~ une dtape ult6rieure ~ celle de 
I'action de I'anticorps [3]. Or, dans la majodt~ des publications 
faisant ~tat d'un effet inhibiteur de cet anticorps sur la 
f6condation chez la souris, d'une part les ovocytes dtaient 
d6pellucidds et d'autre part I'anticorps dtait prdsent pendant 
I'insemination. Un effet sur les spermatozo'ides devenait alors 
tr~s probable. 

VI. LES SPERMATOZOi'DES DE SOURIS 
COMME LES SPERMATOZOi'DES HUMAINS 
EXPRIMENT L'INTf::GRINE or A LEURS 
SURFACES ET CELLE-Cl EST IMPLIQUI~E 

DANS UINTERACTION GAM~TIQUE 

Notre hypoth~se dtait renfom~e par le fait que non seulement 
I'expression de I'intdgrine cc6~1 sur le spermatozdide humain 
ait ddj~ dtd ddcrite [11, 12, 13] mais qu'en plus le pouvoir 
f~condant des spermatozofdes s'dtait rdvdld corrdld ~ cette 
expression [21, 16, 25, 26]. 

Nous avons ainsi montrd par cytomdtrie, immunofluorescence 
et western blot que le spermatozo'fde de souris exprime 
dgalement I'int~gdne r et que des anticorps diriges contre 
I'une ou I'autre sous unitd inhibent la fusion des gametes 
Iorsque celle-ci est r~alisde en cumulus intact. En pr~-incubant 
s6pardment les gametes, nous avons constatd que reffet 
des anticorps mOdie par les spermatozoYdes ~tait plus 
important que celui medi~ par les ovocytes. De plus, Iorsque 
ies ovocytes sont ddpellucides, ne persiste que i'effet des 
anticorps sur les spermatozo'fdes comme nous I'avions 
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suggOr6 [3]. L'ensemble de ces rdsultats remet en question 
les interpretations prOc_.~dentes ~ propos du rOle des intOgrines 
dans la fusion des gamOtes. 

La prdsence effective de cette integrine ~ la surface des deux 
gamOtes rend alors plausible I'hypothOse selon laquelle sa 
presence sur une des deux membranes suffit pour la rOalisation 
de la fusion. Ceci suppose que cette molOcule serai t  
n~cessaire par sa prOsence au sein d'un complexe molOculaire 
commun aux deux membranes indiquant par I~-mOme que 
cette protOine ne serait pas essentiel le ~ la premiere phase 
d'interaction et d'adhdsion entre les deux gametes, du moins 
pas des deux cOtOs. 

Une seconde hypoth~se non exclusive vient s'ajouter & celle- 
ci, en effet nous venons de rapporter un phOnomOne qui a lieu 
entre les gamOtes juste avant la fusion. II s'agit d'un dchange 
de fragments membranaires de I'ovocyte vers le spermato- 
zoide Iorsque celui-ci est dans I'espace perivitellin [2]. Par cet 
~v~nement ,  le spermatozoYde rOcup~re des prot~ines 
membrana i res  ovocyta i res  dont il est, pour certaines,  
comple tement  dOpourvu. C 'est  no tamment  le cas de la 
tetraspanine CD9 qui pourrait jouer un rOle d'organisateur 
de complexes moldculaires spermat iques qui v iendraient  
faire face & ceux existant sur le versant ovocytaire et dont la 
relocalisation est contr016e par CD9 [36]. II est donc possible 
que le spermatozofde puisse recupdrer de la sous unitd ~1 

partir de I'ovocyte, voire d'une cellule du tractus gOnital ou 
de la corona. 

En util isant des marqueurs membranaires fluorescents, nous 
avons montr~ que ce transfert ne concerne pas uniquement 
quelques protOines membranaires ovocytaires telle que CD9 
mais des fragments membranaires entiers [2]. Sachant que 
I'integrine e~6~1 interagit avec CD9 [27, 28, 15, 36], il est fort 
possib le qu'e l le  soit concernde par ces dchanges 
membranaires. AprOs quoi, il faudra v~rifier si cet 6change 
membranaire est bidirectionnel, c'est-~-dire si le spermatozdfde 
aussi est capable de Idguer des fragments membranaires & 
I'ovocyte. Ce qui permettrait d'expliquer la fusion des gametes 
Iors d'une invalidation unilatOrale d'un g~ne exprim~ par les 
deux gametes. Ce qui est notamment le cas de I'intdgrine a6bl  
[3]. 

V I I ,  C O N C L U S I O N  

La r~ponse directe et formelle quant ~ la va l id i t~  de notre 
hypoth~se selon la quelle la pr(~sence de la sous-unit~ 
1~1 sur I'un ou I'autre des gametes suffit pour que la 
fusion des deux ait lieu viendra de I'invalidation 
conditionnelle et bilat~rale, aux niveaux des ovocytes et 
des spermatozoi'des, des g~nes de I'int(~grine 0~6~1, 

Une telle confirmation sugg(~rerait d'une part, que le 
m~canisme de ia fusion cellulaire serait un mdcanisme 
commun au moins aux gam/~tes et aux myoblastes, et 
d'autre part qu'il serait intdressant de revoir certains 
travaux consistant en des invalidations g~niques 
unilat(~rales ayant aboutit par le passd & des rdsultats 
controvers~s et parfois contradictoires, 
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A B S T R A C T  

Sperm and oocyte o,61M integrin in gamete interaction 

Ahmed ZIYYAT, V i rg in ie  BARRAUD-LANGE, 

Jean-Philippe WOLF 

Based on inhibition tests, the 0~1  integrin was suggested 
to be a sperm receptor, but further experiments using gene 
deletion techniques have shown that neither oocyte (z6, nor 
~1 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 0~6~] integrin. 

As for oocytes, binding of GoH3 anti-alpha6 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 o,6~1 integrin role in the adhesion/fusion process of 
oocyte fertilization. The ou51~1 integrin is expressed by both 
gametes and is functional during their membrane 
interactions. 

Our results, previous reports on fertilization of 0~6 or JM 
integrin subunit-deleted oocytes by wild-type sperm and 
the fusion ability of ~1 mutant myoblasts when they were co- 
cultured with wild-type myoblasts suggest that the presence 
of 0aSia] 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. 
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