lI]/S SYNTHESE

médecine/sciences 1998 ; 14 : 175-82

Catherine Finaz
Carmen Martin Ruiz
Annick Lefevre

C. Finaz: directeur de recherche au Cnrs.
C. Martin Ruiz: docteur d’universite.
A. Lefeévre: chargée de recherche a ['Inserm.
Inserm U. 355, i/[aturation amétique et
fécondation et Institut fédératif de
recherche sur les cytokines, Université
Paris-Sud, 32, rue des Carnets, 92140 Cla-
mart, France.

m/s n° 2, vol. 14, février 98

Interaction des gametes
et protéines
de reconnaissance

La fécondation met en jeu, entre les gametes males et
femelles des mammiferes, des mécanismes d’adhérence et
d’activation comparables a ceux décrits dans le développe-
ment embryonnaire et métastasique, le systtme immuni-
taire et 'infection virale. La premiere étape, la liaison des
spermatozoides a la zone pellucide qui protege I’ovocyte,
met en jeu des interactions avec les oligosaccharides portés
par les protéines de la zone pellucide; c’est a ce stade
qu’interviennent les barrieres d’espece qui interdisent les
fécondations croisées. Cette liaison active les spermato-
zoides en déclenchant la réaction acrosomiale qui permet la
libération des enzymes protéolytiques nécessaires a la dis-
persion de la zone pellucide et a sa traversée. L’attache-
ment du spermatozoide a la membrane plasmique de I’ovo-
cyte semble dépendre de la reconnaissance de séquences
peptidiques et aboutit a I’activation de I’ovocyte et a la
reprise de sa méiose. La reconnaissance de molécules com-
plémentaires semble engendrer a chacune de ces deux
étapes la stimulation de voies de transmission responsables
de lactivation de I’'un et ’autre gametes.

a fécondation est un phéno-

mene complexe qui, chez les

organismes a reproduction

sexuée, met en jeu une série

d’interactions entre les deux
gametes haploides male et femelle.
Elle aboutit a la fusion de leur maté-
riel génétique et a la formation d’un
nouvel individu diploide.

Les gametes
et leur rencontre

L’ovocyte ovulé n’a pas achevé sa
méiose, il est bloqué au stade de

métaphase II. C’est alors une grosse
cellule immobile protégée par deux
enveloppes, le cumulus oophorus et la
zone pellucide (figure 1). Chez
I’homme, le cumulus est composé de
3 000 cellules environ, originaires de
la granulosa folliculaire; elles sont
liées par une importante matrice
intercellulaire, trés riche en acide
hyaluronique, qu’elles ont elles-
mémes sécrétée. La zone pellucide
est, quant a elle, le produit de I’ovo-
cyte. Elle est constituée, chez la sou-
ris et 'homme, de trois glycopro-

téines plus ou moins sulfatées qui ——— ——
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Figure 1. Ovocyte humain mir. Le premier globule polaire a été expulsé et la
méiose est bloquée au stade métaphase de sa deuxiéme division. L’ovocyte
est entouré de ses deux enveloppes protectrices: le cumulus oophorus
(seule la couche cellulaire interne, la corona radiata, est figurée ici) et la zone
pellucide que le spermatozoide va devoir franchir. La fusion du premier sper-
matozoide avec la membrane plasmique de I'ovocyte entraine la libération
du contenu des granules corticaux sous la zone pellucide et empéche sa tra-
versée par d’autres spermatozoides. (D’apres [45].)

forment un réseau: la ZP1 établit des
ponts disulfures avec les filaments
composés de la répétition d’hétérodi-
meres ZP2/7ZP3.
Le spermatozoide est une cellule
extrémement spécialisée dont la
fonction consiste essentiellement a
livrer le contenu de son génome
haploide a l'ovocyte tout en indui-
sant la reprise de sa méiose. Une fois
sa propre méiose terminée, le
gamete male subit une série de trans-
formations physiques et biochi-
miques qui vont en faire une petite
cellule tres mobile capable de se
frayer un chemin jusqu’a ’ovocyte
[1]. Les derniéres transformations
physiques, compactage du matériel
nucléaire qui le rendent théorique-
ment inapte a toute activité transcrip-
tionnelle, élimination de la plus
grande partie du cytoplasme et acqui-
sition de son flagelle, ont lieu dans le
testicule. Sa maturation proprement
dite, qui fait appel a des acquisitions
et a des modifications de protéines et
de constituants lipidiques, prend
place essentiellement durant son
transit dans 1I’épididyme. Plusieurs
observations viennent de remettre en
cause cette notion de génome quies-
s cent: il s’agit de la présence simulta-
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née dans le noyau des spermato-
zoides murs de transcrits spécifiques
de la phase haploide (protamines,
PRMI et 2, et protéine de transition,
TNP2) et d’une activité polymérase,
de I’association a la matrice nucléaire
et de 'augmentation de la sensibilité
a la DNase I des genes correspon-
dants [2]. La constitution de la téte
du spermatozoide est particuliére-
ment complexe et joue un rodle
important dans la fécondation. La
partie antérieure porte sous la mem-
brane plasmique un capuchon,
I’acrosome, qui recouvre le noyau et
contient des enzymes protéolytiques
(figure 2).

Une fois le tractus génital femelle tra-
versé, les spermatozoides ont acquis
la compétence physiologique a fran-
chir les dernieres étapes qui les sépa-
rent de I'ovocyte: on dit qu’ils sont
«capacités ». Le processus de la capa-
citation est encore mal connu, mais
on sait qu’elle coincide avec des
remaniements de la membrane:
modification du contenu lipidique,
diminution des charges négatives,
perte de groupements carbohydrates
et probablement démasquage d’anti-
geénes de surface impliqués dans la
reconnaissance des gametes. Les

spermatozoides, dits fléchants en rai-
son de leur aptitude a se déplacer
rapidement, arrivent d’abord au
contact du cumulus qu’ils dispersent
puis traversent. Ils se heurtent alors a
la deuxieme barriére, la zone pellu-
cide (figure 3). Ceux dont la mem-
brane plasmique est intacte se lient a
la ZP3: on parle de liaison primaire
qui provoque la rupture de la mem-
brane plasmique et de la membrane
externe de I’acrosome et aboutit a la
libération du contenu acrosomial
(figure 2). C’est la réaction acroso-
miale qui déclenche la dissociation
de la trame de la zone pellucide. Une
autre liaison, dite secondaire, inter-
vient alors pour maintenir le sperma-
tozoide tout en lui permettant de
continuer sa progression; elle fait
probablement intervenir la ZP2 et
des récepteurs spermatiques situés
sur la membrane interne de l’acro-
some. Une fois la zone pellucide tra-
versée, le spermatozoide n’a plus
qu’a reconnaitre la membrane plas-
mique de l’ovocyte pour pouvoir
fusionner avec elle.

Comme dans bien d’autres systémes
d’interactions cellulaires, chacune de
ces deux étapes de reconnaissance,
de la zone pellucide et de la mem-
brane de l'ovocyte, a probablement
un but double: tout en assurant le
contact entre les deux cellules, elle
engendre 'activation de I'une ou de
I’autre. La liaison a la zone pellucide
provoque 'agrégation de récepteurs
du spermatozoide qui entraine un
mouvement de calcium et le déclen-
chement de la réaction acrosomiale.
En revanche, la deuxieme étape
aboutit a I'activation de 'ovocyte et
est a l'origine de la reprise de sa
méiose ; on observe aussi un flux
entrant de calcium, cette fois dans
I’ovocyte. C’est donc ce dernier qui
porte le ou les récepteurs, le sperma-
tozoide fournissant le ou les ligands.
On dispose déja de nombreuses
informations sur les molécules impli-
quées dans la reconnaissance de la
zone pellucide en raison, sans doute,
de sa constitution relativement
simple. La liaison a la membrane de
I’ovocyte est plus difficile a cerner et
I'on connait peu de choses sur les
protéines ovocytaires impliquées
dans ce processus. La localisation de
chaque protéine sur le spermato-
zoide suggéere le niveau de son impli-
cation: (1) liaison primaire ou secon-
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Figure 2. Spermatozoide humain et réaction acrosomiale. (1) Le spermato-

zoide est formé d’une téte qui contient le noyau et d’un flagelle qui lui

confére sa mobilité. La composition membranaire de la téte est complexe:
elle comporte sous la membrane plasmique une sorte de capuchon, I'acro-
some, qui contient les enzymes indispensables a la traversée de la zone pel-
lucide de I'ovocyte. (2) Début de la réaction acrosomiale: la membrane plas-
mique commence a fusionner avec la membrane acrosomiale externe. (3)
Les deux membranes fusionnées se fractionnent et libérent le contenu de
I’'acrosome. (4) La réaction acrosomiale est terminée et la membrane interne
de I'acrosome est accessible. (D’aprés [46].)

daire a la zone pellucide selon
qu’elle est portée par la membrane
plasmique qui recouvre I’acrosome
ou par la membrane interne de
l'acrosome, (2) liaison a la mem-
brane de I'ovocyte si elle est présente
a la surface des régions équatoriales
et sous-équatoriales puisqu’il a été
montré que le spermatozoide
fusionne en position tangentielle
avec la membrane ovocytaire [3]
(figure 3). Certaines protéines sont
méme susceptibles de migrer d’un
compartiment a l'autre et d’exercer
des activités distinctes: c’est le cas de
la PH-20 qui sera évoqué plus loin
[4].

Le processus de l'interaction gamé-
tique présente de légeres différences
d’une espéce a 'autre qui rendent
les généralisations difficiles; les plus
marquantes concernent la constitu-
tion de la zone pellucide et la réac-
tion acrosomiale. Le profil des grou-
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pements glycosylés de la zone pellu-
cide est propre a chaque espece et le
nombre de glycoprotéines qui la
constituent peut varier de deux a
quatre, cette diversité faisant proba-
blement obstacle aux fécondations
croisées. Pour la plupart des espéces,
dont ’homme, la réaction acroso-
miale du spermatozoide est consécu-
tive a la liaison primaire a la zone
pellucide. Chez le porc et le lapin,
elle commence des la traversée du
cumulus et des molécules contenues
dans I’acrosome sont susceptibles de
participer a la liaison primaire a la
zone pellucide. Chez la plupart des
mammiféres, un grand nombre de
spermatozoides se lient a la zone pel-
lucide, tandis que trés peu — voire
rarement plus d’un chez ’homme -
atteignent ’espace périvitellin. Chez
le lapin, plusieurs spermatozoides
traversent la zone pellucide et sont
confrontés a la membrane ovocy-

taire. Les observations concernent de
grandes populations de spermato-
zoides et I'on connait mal le profil
du «gagnant» qui parvient a fécon-
der ’ovocyte.

I Traversée du cumulus

Il ne s’agit pas a proprement parler
d’un processus de reconnaissance.
Une protéine spermatique, acquise
dés le testicule et décrite originelle-
ment chez le cobaye, joue un role
dans cette traversée. Avant la réac-
tion acrosomiale la PH-20, d’un
poids moléculaire de 64 kDa, est
majoritairement ancrée a la surface
de la région postacrosomiale par un
groupement glycosyl-phosphatidyli-
nositol. Elle présente de fortes analo-
gies avec la hyaluronidase de venin
d’abeille et n’exprime a ce stade que
son activité enzymatique qui permet
au spermatozoide de traverser la
matrice du cumulus [5]. C’est apres la
réaction acrosomiale que la PH-20
exerce sa deuxiéme fonction, de liai-
son.

Liaison primaire

a la zone pellucide,
déclenchement

de la réaction acrosomiale

Les premieres études réalisées ont
concerné la ZP3 de souris qui est
maintenant bien caractérisée. Elle
porte de nombreuses chaines laté-
rales d’hydrates de carbone qui sem-
blent responsables de l’interaction
avec le spermatozoide. Une étude
cinétique récente met en évidence
I'existence de 30000 sites de liaison a
la ZP3 par spermatozoide de souris
[6]. La liaison a ZP3 est un événe-
ment complexe faisant intervenir des
récepteurs spermatiques a forte et
faible affinité avec des K; respectifs
de 0,72 et 50nM. Il n’est donc pas
étonnant que plusieurs protéines du
spermatozoide soient candidates au
role de récepteurs pour la liaison pri-
maire a la zone pellucide; les méca-
nismes d’action de trois d’entre elles
sont relativement bien définis.

Un anticorps anti-phosphotyrosine a
permis de mettre en évidence a la
surface de la région acrosomiale du
spermatozoide de souris une pro-
téine de 95 kDa, la ZRK (zona receptor
kinase), qui serait un récepteur possé-

dant une activité tyrosine-kinase m——
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Figure 3. Interaction du spermatozoide et de I'ovocyte humains. (1) Le sper-
matozoide dont I'acrosome est intact se lie a la zone pellucide. C’est la liai-
son primaire qui déclenche la réaction acrosomiale (2). (3) Une fois le
contenu de son acrosome libéré, le spermatozoide traverse la zone pellucide.
(4) Il atteint I'espace périvitellin et se lie de maniére tangentielle, par sa zone
équatoriale, a la membrane plasmique de I'ovocyte avant de fusionner avec

elle. (D’apres [46].)

intrinséque [7]. Sa liaison a la ZP3
provoque I’agrégation de ses sites et
son autophosphorylation, qui est
inhibée aussi bien par les anticorps
anti-protéine-kinase (PK) que par les
inhibiteurs spécifiques des tyrosine-
kinases qui bloquent alors la réaction
acrosomiale. Les génes humains et
murins ont été clonés mais ces résul-
tats ont engendré des controverses
en raison de trop grandes analogies
de séquence nucléotidique avec le
proto-oncogene c-Mer [8]. Autre fait
troublant, les ligands des récepteurs
a activité tyrosine-kinase sont habi-
tuellement des protéines alors que,
dans le cas présent, on admet que ce
sont les chaines oligosaccharidiques
de la ZP3 qui jouent ce role.

La B-1,4-galactosyltransférase (Gal-
Tase) a été localisée précisément sur
la membrane plasmique qui recouvre
I’acrosome du spermatozoide de sou-
ris. Cette enzyme a été mise en évi-
dence sur la surface et a l'intérieur
de nombreux types cellulaires. Sa
fonction habituelle consiste a cataly-
ser le transfert de galactose depuis
I’UDP (uridine-diphosphate)
jusqu’aux résidus amino-acétylgluco-
samines des glycoprotéines et des gly-

messsssm colipides. En tant que protéine
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d’adhérence, elle peut également
reconnaitre des groupements glyco-
conjugués situés a la surface des cel-
lules et de la matrice extra-cellulaire.
L’équipe de B. Shur a montré que,
dans une premicre étape, la GalTase
du spermatozoide de souris se lie a la
maniére d’une lectine aux groupe-
ments amino-acétylglucosamines ter-
minaux de la ZP3 [9]. Cette liaison
provoque une agrégation des molé-
cules de GalTase a la surface du
gamete male et I'activation d’une
protéine G. L’agrégation obtenue
par le simple ajout d’anticorps anti-
GalTase aboutit au méme résultat,
tandis que la toxine pertussique
inhibe le systéme. L’action provient
en fait de l'association du domaine
cytoplasmique de la GalTase avec
une sous unité Gy, la sous-unité G,
étant indétectable sur le spermato-
zoide. Lorsque le nombre de molé-
cules disponibles est augmenté sur
les spermatozoides de souris transgé-
niques surexprimant la GalTase, on
observe une intensification simulta-
née de l'activité de la protéine G
[10]. La liaison spermatozoide-ZP3
peut étre inhibée aussi bien par
I’ajout d’UDP-galactose ou d’un
exces de GalTase que par la suppres-

sion des groupements amino-acétyl-
glucosamines de la ZP3. Une fois
fécondé, I'ovocyte libere ses granules
corticaux dont le contenu enzyma-
tique coupe ces résidus amino-acétyl-
glucosamines, rendant la ZP3 inca-
pable de lier de nouveaux
spermatozoides et faisant ainsi obs-
tacle a la polyspermie.

Les protéines G sont censées s’asso-
cier a des récepteurs contenant sept
domaines transmembranaires, ce qui
n’est pas le cas de la GalTase. L’EGF
(epidermal growth factor) représente
une autre exception a cette regle
puisque son couplage a la sous-unité
Gi suivi de I'activation de la phospho-
lipase y (PLCy) y a été décrit a deux
reprises dans des hépatocytes [11].
Chez ’homme, on ne détecte pas de
GalTase sur la surface du spermato-
zoide, ce qui rend improbable son
role de ligand de la zone pellucide.
En fait, le ou les récepteurs humains
sont vraisemblablement différents,
les chaines latérales de carbohydrates
étant modifiées dans la zone pellu-
cide humaine; dans ce contexte, la
mannosidase pourrait jouer le role
de la GalTase [12].

L’intervention probable d’une autre
protéine localisée sur la membrane
plasmique qui recouvre I’acrosome, la
spb6, a été mise en évidence chez la
souris par pontage et chromatogra-
phie d’affinité avec la ZP3. Elle recon-
nait des résidus galactose liés a la ZP3
et il s’agit, cette fois, d’une liaison
simple de type lectine. Les génes cor-
respondants ont été clonés chez la
souris et le lapin et leurs séquences
montrent des analogies avec une
famille de récepteurs, précisément
avec la sous-unité o de la protéine 4B
qui lie le complément [13]. Comme
la GalTase, la spb6 participerait a la
spécificité de la liaison spermatozoide-
zone pellucide. En effet, on la détecte
a la fois chez la souris et le hamster
qui acceptent une réaction croisée in
vitro, tandis qu’elle est absente chez le
cobaye et ’homme dont les spermato-
zoides sont incapables de se lier aux
zones pellucides de souris.

Une quatrieme protéine, la FA-1, a
été mise en évidence par le groupe de
Naz sur la surface du spermatozoide
humain [14]. Elle porte des résidus
phosphotyrosine capables de s’auto-
phosphoryler et d’inhiber par compé-
tition la liaison in vitro de spermato-
zoides a la zone pellucide humaine.

m/s n°2, vol. 14, février 98



D’autres protéines, probablement
impliquées elles aussi dans la liaison
primaire a la zone pellucide, sont en
cours de caractérisation. La protéine
Spl7 décrite chez le lapin semble
bien participer a cette étape; sa
séquence montre des similitudes
intéressantes avec une protéine-
kinase dépendante de 'AMPc [15].
Le fait que la protéine ne soit acces-
sible a son anticorps qu’apres la réac-
tion acrosomiale ne devrait pas étre
un obstacle, les spermatozoides de
lapin commencant leur réaction
acrosomiale pendant la traversée du
cumulus.

La protéine P26h a été identifiée
chez le hamster grace a son affinité
pour la zone pellucide. Elle est d’ori-
gine épididymaire, se fixe a la surface
de la région acrosomiale du sperma-
tozoide et, une fois injectée a des
males fertiles, provoque une immuni-
sation contraceptive sans effet secon-
daire [16]. L’anticorps anti-P26h
reconnait chez ’homme une pro-
téine, la P34H, qui est impliquée
dans la liaison a la zone pellucide in
vitro et semble indispensable a une
fertilité normale [17].

Enfin, les spermadhésines de porc
forment une famille de protéines de
type lectine qui sont sécrétées par les
glandes accessoires et s’attachent a la
surface de la région acrosomiale des
spermatozoides lors de 1’éjaculation.
L’une d’elles, qui est capable d’inhi-
ber la liaison spermatozoide-zone
pellucide de maniére dépendante de
sa concentration, montre une affinité
particuliere pour les oligosaccharides
O liés de la ZP3 [18].

En résumé, trois des protéines
décrites semblent étre des récepteurs
liés a I'activation d’une voie de trans-
mission. Ces récepteurs sont de deux
types: récepteur couplé a une pro-
téine G et récepteur a activité tyro-
sine-kinase. Si I’on fait I’analogie avec
les cellules somatiques, la GalTase
module probablement une PLC de
type B tandis que la ZRK et la FA-1
activeraient directement I'isoforme Y.
Dans un cas comme dans I'autre, leur
liaison a la ZP3 permet la transforma-
tion du phosphatidyl inositol en
inositol trisphosphate (IP3) et diacyl-
glycérol, et la cascade des événe-
ments engendrés aboutit a 1’exocy-
tose du contenu acrosomial. Ces
résultats sont en accord avec les
observations directes faites sur la

m/s n° 2, vol. 14, février 98

réaction acrosomiale [19]. D’autres
travaux ont mis en évidence, dans les
spermatozoides, ’activation des
canaux calciques dépendants du
potentiel par la zone pellucide [20]
et de ’adénylyl-cyclase par la ZP3
[21]. Dans ces deux cas les effecteurs
spermatiques ne sont pas connus. A
lorigine de la réaction acrosomiale,
on décele donc I'intervention de plu-
sieurs voies de transmission qui
convergent vers I'activation des pro-
téine-kinases A et C.

Liaison seconda_ire
a la zone pellucide

La proacrosine semble jouer un role
déterminant dans cette étape. Elle a
été particulierement étudiée chez le
lapin et le porc, mais les geénes cor-
respondants ont été clonés chez
I’homme, la souris et le rat. La pro-
acrosine est le précurseur inactif ou
zymogene de l'acrosine qui appar-
tient a la superfamille des sérine-pro-
téases. Contenue dans l’acrosome,
elle est accessible une fois la réaction
acrosomiale effectuée. Chez le porc,
on a montré que la proacrosine,
détectable sous deux formes de 55 et
53 kDa, donne naissance aux acro-
sines 0 et B de masses molaires 49 et
36kDa [22] qui, seules, expriment
Pactivité enzymatique. En revanche,
la pro-acrosine serait impliquée dans
une liaison de type électrostatique
aux groupements sulfatés de la zone
pellucide qui sont, chez ’homme et
les rongeurs, portés essentiellement
par la ZP2. Cette liaison est compa-
rable a celle de la bindine des sper-
matozoides d’oursin au moment de
leur interaction avec la gelée ovocy-
taire et ’enveloppe vitelline. Cet
exemple est le témoignage d’une
évolution trés conservatrice. En
résumé, I'interaction de la pro-acro-
sine avec la zone pellucide chez les
mammifeéres aurait un double but:
dans un premier temps, la liaison de
I’enzyme a son substrat, puis la
conversion de la pro-acrosine en
acrosine active. Ce systéme pourrait
rendre compte de la double fonction
du spermatozoide qui doit tour a
tour s’attacher a la trame de la zone
pellucide, la digérer, se détacher
pour progresser, s’attacher de nou-
veau...

Les résultats d’une expérience
récente viennent ébranler cet édifice.

En effet, les spermatozoides de souris
porteuses d’'un gene de proacro-
sine/acrosine muté sont capables de
traverser la zone pellucide en dépit
d’une absence totale d’activité pro-
téase et on n’observe pas, a terme, de
perturbation de leur fertilité [23]. La
pénétration et la fécondation des
ovocytes accusent tout de méme un
retard de 30 minutes en fécondation
in vitro...

Chez le cobaye, bien qu'on n’en ait
pas encore de preuve directe, la pro-
téine PH-20 qui exerce une activité
hyaluronidase pour traverser le
cumulus pourrait étre le récepteur de
ZP2. Au moment de la réaction acro-
somiale, elle est lysée en deux poly-
peptides de 41 et 27 kDa qui restent
liés par des ponts disulfures [5]. Ils
migrent alors vers la membrane
interne de I’acrosome, rejoignant un
lot de peptides de PH-20 préexis-
tants. A ce moment, la protéine
exprime sa capacité de lier la zone
pellucide qui est distincte de son acti-
vité enzymatique. Les deux sites actifs
sont situés de part et d’autre du site
de clivage supposé étre a I’origine de
I’activation de la fonction de liaison.
Cette protéine semble jouer un role
analogue chez le macaque et les
genes correspondants ont été clonés
chez le lapin, le rat, le macaque et
I’homme.

Une autre protéine localisée elle
aussi dans ’acrosome et identifiée
chez I'homme, la souris, le singe et le
porc, la SP-10, pourrait intervenir
dans la liaison secondaire [24]. Cette
hypothese vient d’étre confirmée par
des résultats obtenus in vitro chez les
bovins, alors que la protéine avait été
initialement tenue pour responsable
de la liaison a I'ovocyte [25].

Liaison a la membrane
de l'ovocyte et fusion

La protéine PH-30, rebaptisée récem-
ment fertiline, pourrait jouer un role
déterminant dans la reconnaissance
de I'ovocyte. D’origine testiculaire,
elle a été mise en évidence chez le
cobaye grace a l'effet inhibiteur de
Ianticorps antifertiline sur la liaison
spermatozoide-ovocyte in vitro. C’est
un dimere dont les geénes ont été clo-
nés d’abord chez le cobaye puis chez
la souris, le macaque et ’homme [26,
27]. La sous-unité B appartient 4 une

famille de protéines riches en cys- m———
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téine qui contiennent un domaine
désintégrine, les métalloprotéases.
Ce domaine désintégrine, que 1'on
retrouve dans certaines protéines de
venin de serpent, entre en compéti-
tion avec les intégrines des plaquettes
pour leur liaison au fibrinogéne et
inhibe leur agrégation. La fertiline
ne porte pas le motif de liaison RGD
(Arg-Gly-Asp) classique observé dans
50 % des molécules de liaison des
intégrines, mais un motif TDE (Thr-
Asp-Glu).

Parallélement, des travaux menés par
les groupes de Bronson et de Fusi
(Milan, Italie) ont mis en évidence a
la surface des ovocytes de plusieurs
mammiféres, dont I’homme, des
récepteurs de type intégrine capables
de se lier a la fibronectine et ont
montré que l'ajout d’oligopeptides
contenant le motif RGD inhibe la
liaison spermatozoide-ovocyte [28].
En outre, des arguments indirects
suggerent que la sous-unité 3 de la
fertiline se lierait a une intégrine de
type a3, portée par 'ovocyte [29].
On a observé, en contrepoint, la pré-
sence sur le spermatozoide humain
de fibronectine et de vitronectine:
toutes deux contiennent le motif
RGD et sont des ligands habituels des
intégrines dans la lame basale [30,
31]. La démonstration récente de la
présence simultanée d’intégrines 3
sur le spermatozoide humain éjaculé
ainsi que I’établissement d’une corré-
lation positive entre leur expression
et I'aptitude a féconder rendent la
situation bien plus complexe qu’on
ne I’avait imaginée au départ [32].
Ces résultats soulignent I'importance
du role du systéeme intégrine dans
I'interaction spermatozoide-ovocyte
sans oublier que ces molécules inter-
viennent probablement aussi au
cours de la spermatogenese et de la
nidation de I’ceuf.

On a déja observé dans d’autres sys-
témes de reconnaissance que l'adhé-
rence de la cellule a des composés de la
matrice extracellulaire entraine I'appa-
rition de signaux de transmission tels
que la régulation de I'antiport Na*/H,
un flux entrant de calcium, la stimula-
tion de la synthese d’inositol trisphos-
phate et des phosphorylations de tyro-
sine. Ces processus paraissent
directement liés a I’agrégation des sites
intégrines de la surface cellulaire et a
leur liaison au cytosquelette. La encore,

s il semble que la liaison gamétique soit a
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lorigine de l'activation d’une cellule,
Povocyte cette fois, et qu’elle procede
de la stimulation d’'une ou plusieurs
voies de transmission.

Pour l'instant, seules trois protéines
sont concernées par la fusion des
membranes gamétiques. Les deux
premieres sont, soit semblables, soit
comparables aux protéines qu’utili-
sent les virus pour pénétrer leurs cel-
lules hoétes (m/s n°5, vol. 8, p. 491). La
sous-unité o de la fertiline de cobaye
porte une hélice o asymétrique qui
regroupe sur I'une de ses faces de
nombreux résidus hydrophobes et
participe a la fusion membranaire
[26]. Le role de la fertiline o vient
cependant d’étre remis en cause
chez 'homme, seul un pseudogene
non fonctionnel étant présent dans
le génome [33]. Par ailleurs, I’anti-
géne de surface des lymphocytes
CD46, qui est le récepteur du virus
de la rougeole, semble impliqué dans
ce processus dans la mesure ou I'anti-
corps qui lui correspond inhibe Ila
liaison des spermatozoides aux ovo-
cytes et leur pénétration [34]. Enfin,
la démonstration du roéle de la pro-
téine DE de rat dans la fusion des
gametes vient de ce que son anti-
corps inhibe la pénétration des ovo-
cytes sans modifier la liaison des sper-
matozoides proprement dite [35].
Cette protéine est d’origine épididy-
maire et se fixe sur la région équato-
riale du spermatozoide.

Quelles relations
avec la fécondité ?

Les animaux de laboratoire souffrent
rarement de troubles spontanés de la
reproduction et sont donc de pietres
modéles d’étude. Seule I’obtention
d’animaux transgéniques peut appor-
ter des informations mais les résultats
sont souvent difficiles a interpréter,
comme nous ’avons vu dans le cas de
I’acrosine. Pour l'instant, rares sont
les protéines dont on a testé le role
par cette technique et seules les sou-
ris déficientes en ZP3 sont stériles
[36].

Chez ’'homme, on n’a établi de cor-
rélation entre I’expression d’une pro-
téine par le spermatozoide et I'apti-
tude a féconder que pour la P34H
[17]. Afin de caractériser directe-
ment des molécules de reconnais-
sance humaines, plusieurs groupes
ont développé une stratégie fondée

sur la fabrication d’anticorps mono-
clonaux dirigés contre des protéines
du spermatozoide humain et leur
sélection selon leur capacité d’inhi-
ber I'une des étapes de la féconda-
tion [37, 38]. Parmi les antigénes cor-
respondants a ces anticorps, la
protéine FA1l semble impliquée dans
la liaison primaire [14], la protéine
SOB3 dans la liaison secondaire a la
zone pellucide [39], les protéines
FA2, SOB1 et SOB2 participant a la
liaison a la membrane ovocytaire [38,
40, 41]. L’ADNc correspondant a
SOBI vient d’étre séquencé; il s’agit
d’un nouveau gene. Dans le méme
esprit, I'utilisation d’anticorps dirigés
contre des protéines du systéme
immunitaire a permis de mettre en
évidence sur le spermatozoide la pré-
sence de la protectine ou CD59.
Cette protéine proteége le gamete en
réglant le complément et semble, en
outre, intervenir dans sa liaison a
I'ovocyte [42]. Cette observation
n’est pas surprenante dans la mesure
ou la CD59 est aussi impliquée dans
la formation des rosettes entre lym-
phocytes T et globules rouges.

Deux études ont, par ailleurs, mis en
évidence dans les sérums de patients
infertiles ou vasectomisés la présence
d’auto-anticorps dirigés contre la
FA1 et la Sp17 [43, 44]. On sait, en
effet, que dans 5% a 10 % des
couples infertiles ’homme ou la
femme sécrete des anticorps dirigés
contre les spermatozoides du couple.
Leur présence, probablement secon-
daire a un traumatisme mécanique
ou infectieux, est responsable de la
stérilité des couples sans autre affec-
tion décelable. On les trouve dans
I'épididyme ou le tractus génital de
la femme et ils peuvent inhiber, soit
la liaison a la zone pellucide, soit la
reconnaissance de l’ovocyte. Une
situation immunologique équivalente
est observée chez les hommes vasec-
tomisés dans un but contraceptif:
I’accumulation de spermatozoides
dans I’épididyme stimule la synthese
d’anticorps dirigés essentiellement
contre leurs protéines de surface.
Plusieurs d’entre elles ont été mises
en évidence a I'aide de ces anticorps
mais il est tres difficile de les caracté-
riser et de les identifier en raison de
la rareté du matériel.

A la suite de ces observations, les pro-
téines de reconnaissance du sperma-
tozoide sont devenues une cible de
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choix pour tenter d’élaborer des
modeéles de contraception vaccinale.
En effet, malgré les résultats contra-
ceptifs obtenus, les essais réalisés avec
la ZP3 se sont montrés décevants: ils
provoquent des affections ovariennes
susceptibles d’entrainer une stérilité
définitive, ce qui n’est pas acceptable
dans I’espece humaine. Un mode de
contraception réversible reconstitue-
rait une situation «naturelle » dont le
seul effet décelable est la stérilité, a la
condition que les protéines ou les
fragments de protéines utilisés soient
spécifiques du spermatozoide et du
tractus génital masculin. Il pourrait
étre appliqué aussi bien a 'homme
qu’aux animaux, mais dans des
contextes éthiques différents. En
revanche, il n'y a pas pour l'instant
d’application de ces découvertes au
traitement de I'infertilité.

I Evolution

Les systemes de reconnaissance cellu-
laires interviennent a de nombreuses
reprises dans I'organisme dans des
situations tant normales que patholo-
giques: I’embryogenese, la réaction
immunitaire et le processus inflam-
matoire, la dissémination des méta-
stases, I’adhérence d’agents infec-
tieux... Ils font appel a deux types de
dialogue qui mettent en jeu ce que
I’on peut appeler un langage sucré et
un langage protéique. En ce qui
concerne le premier, la liaison de
protéines de type lectine a des grou-
pements glycosylés offre de multiples
possibilités. L’existence d’isomeres et
la formation de structures latérales
branchées peut en effet engendrer
un grand nombre de configurations
a partir de quelques saccharides. Il
est logique que ce langage ait été
sélectionné par I’évolution pour assu-
rer la spécificité d’espece de la liai-
son du spermatozoide a la zone pel-
lucide. La liaison a la membrane de
I’ovocyte semble, quant a elle, privilé-
gier le langage protéique. La spécifi-
cité n’est plus nécessaire a ce stade
puisque seuls le ou les spermato-
zoides, selon les espéces, qui ont
franchi le premier barrage y parvien-
nent. Dans 'un et 'autre cas, si les
molécules décrites pour I'instant pré-
sentent des particularités propres a la
reconnaissance des gametes, elles
sont cependant souvent proches de
protéines déja décrites dans d’autres
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systémes physiologiques. C’est donc
I’association de plusieurs systémes
d’adhérence, dont 1'efficacité est
éprouvée, qui fait I'originalité de la
reconnaissance des gametes. Ces
observations témoignent une fois de
plus d’une évolution remarquable-
ment conservatrice et économe H
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Summary

Gamete interaction
and adhesion proteins

Fertilization implicates the inter-
vention of adhesion and activation
mechanisms between male and
female mammalian gametes com-
parable to those already described
for metastasis, embryonal develop-
ment, immune systeme function-
ning and viral infection. Recogni-
tion proteins thus far discovered in
animals intervene at essentially two
levels: (1) association of the sper-
matozoa with, and penetration of
the acellular protective envelope
of the oocyte, the zona pellucida;
(2) sperm attachment to the
oocyte plasma membrane. The
first step involves interactions with
oligosaccharides associated with
the proteins of the zona pellucida.
It is at this stage that species bar-
riers take place to prevent cross
fertilization. This association acti-
vates the spermatozoa by trigge-
ring the acrosomal reaction which
allows release of the proteolytic
enzymes necessary to dissociate the
zona pellucida. The attachment to
the oocyte plasma membrane
seems to depend on peptidic
sequences. It culminates in the
activation of the oocyte and conti-
nuation of meiosis. Recognition
events between complementary
molecules initiate, at each of the
two steps, the transduction path-
ways responsible for the activation
of the respective gametes.
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