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Stérilité de Ia souris femelle par invalidation
du géne de la tétraspanine CD9

superfamille de protéines de sur-

face. Elles doivent leur nom a la
présence de 4 régions hydrophobes
suffisamment longues pour former
des régions transmembranaires. Ces
molécules, au nombre de 25 si 'on
tient compte des dernieres tétraspa-
nines découvertes grace a I'interroga-
tion systématique des banques d’EST,
ont en commun leur structure et un
niveau d’homologie significatif. Elles
ne peuvent étre rattachées a aucune
autre molécule par la présence de
motifs ou modules fonctionnels. On
ne connait pas de ligand physiolo-
gique des régions extracellulaires et
les régions cytoplasmiques amino- ou
carboxy-terminales semblent trop
courtes pour interagir avec des molé-
cules cytoplasmiques.
La fonction de ces molécules reste
incertaine malgré les effets cellulaires
spectaculaires déclenchés par les anti-
corps monoclonaux dirigés contre
elles: agrégation homotypique, inhi-
bition de la migration cellulaire et de
la prolifération, ou co-stimulation.
L’expression des tétraspanines est soit
trés large sans étre ubiquiste, soit res-
treinte a certains tissus. A part les
hématies, toutes les cellules expri-
ment des tétraspanines a leur surface.
L’antigene CD9, découvert en 1980
sur les cellules de leucémie aigué lym-
phoblastique, fut la premiére tétraspa-
nine décrite [2], la notion de superfa-
mille n’apparaissant qu’au début des
années 1990 avec le clonage de plu-
sieurs de ces molécules [1].
L’inactivation génique par recombi-
naison homologue s’imposait comme
outil d’étude de leur fonction. C’est
ainsi que pour la tétraspanine CD8I,
un déficit immunitaire humoral lié
aux réponses T helper 2 a été rap-
porté [3]. On sait depuis longtemps
que le CD8I est associé au CDI9,
molécule de co-stimulation des lym-
phocytes B dont le niveau d’expres-
sion est diminué chez les souris défi-

I es tétraspanines [1] forment une
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cientes en CD81; toutefois, la rela-
tion entre ces deux observations n’est
pas encore établie.

Pour ce qui est de I'inactivation du
gene CDY, bien que cette molécule
fasse partie des tétraspanines large-
ment exprimées, les souris sans CD9 se
portent bien et n’ont pas d’anomalies
évidentes. Toutefois nous montrons,
dans une étude publiée simultané-
ment a celle d’'un groupe japonais
dans le numéro de Science du 14 jan-
vier 2000, que les femelles homozy-
gotes pour la délétion présentent une
réduction importante de la fertilité qui
se traduit par une diminution de la
taille des portées et un retard impor-
tant a ’obtention d’une gestation pro-
ductive [4-5]. L’exploration de ces
femelles a montré que les ovaires sont
normaux et qu’il n’y a pas d’anomalies
de I'ovulation. Les spermatozoides
migrent normalement vers 1'oviducte.
En revanche, les ovocytes ne sont pas
fécondés et se fragmentent rapide-
ment. De plus, de multiples spermato-
zoides occupent fréquemment
Iespace périvitellin des ovocytes de
souris accouplées. Ce phénomeéne est
tout a fait anormal car le franchisse-
ment de la zone pellucide par le sper-
matozoide est immédiatement suivi de
sa fusion avec I'ovocyte et de I'induc-
tion d’un état réfractaire a la pénétra-
tion d’autres spermatozoides dans
I'espace périvitellin. Cette observation
suggérait un défaut de fusion du sper-
matozoide avec ’ovocyte qui a été
confirmé par un test de transfert de
fluorochrome (les ovocytes sont mar-
qués par le Hoechst 33342, un colo-
rant vital de ’ADN et en cas de fusion,
I’'ADN du spermatozoide se colore).
Mis a part ce défaut de fusion, les ovo-
cytes n’ont pas d’anomalie évidente, le
blocage en métaphase de 2° méiose
des ovocytes de souris non accouplées
indiquant une maturation normale.
Le développement d’embryons nor-
maux apres injection intracytoplas-
mique de spermatozoides (ICSI) (m/s

2000, n°1, p. 102) dans les ovocytes de
souris CD97~ va également dans le sens
d’un défaut de fertilisation plutot que
d’une anomalie de maturation.

Par ailleurs, les ovocytes de souris
sauvages expriment fortement le
CD9 et les anticorps anti-CD9 de sou-
ris bloquent la fécondation in vitro de
ces ovocytes [4-6].

Le mécanisme de ce défaut de fusion
n’est pas élucidé. La fusion du sper-
matozoide avec l'ovocyte fait I'objet
d’une recherche intensive car cette
étape de la fertilisation pourrait étre
impliquée dans de nombreuses stérili-
tés de cause indéterminée. Parmi les
molécules impliquées dans ’adhé-
rence et la fusion, I'intégrine o631
sur la surface de I'ovocyte et la ferti-
line a la surface du spermatozoide
semblent jouer un role important
[7]. La fertiline est un dimére com-
prenant 2 molécules de la famille
ADAM (A Disintegrin And Metallopro-
tease) (m/s 1999, n°10, p. 1148) com-
portant une région riche en cystéine
ayant des similitudes avec des pep-
tides de fusion de protéines virales. I
a été montré que la fertiline se liait a
I'intégrine 06fB1 par son domaine
«désintégrine » et que ’on pouvait
inhiber la fécondation in vitro par des
peptides correspondant au motif de
liaison. L’invalidation du gene de la
fertiline B induit une stérilité de la
souris male. Les ovocytes ne sont pas
fécondés in vitro mais, in vivo, c’est en
fait un défaut de migration des sper-
matozoides vers 'oviducte qui est res-
ponsable de la stérilité [8]. L’invalida-
tion du geéne de I'intégrine a6B1 est
létale dés la naissance, ne permettant
donc pas d’évaluer I'effet sur la ferti-
lité [9] (m/s 1999, n°5, p. 721).

Quel pourrait étre le lien entre le
CD9 et le couple fertiline/a6B1 ?
Nous avions fait état dans médecine/
sciences 'année derniére (m/s 1999,
n°2, p. 289) de travaux ayant permis
de montrer que les tétraspanines for-

ment des complexes multimolécu- m——
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Figure 1. Spermatozoide dans I'espace périvitellin adhérant a la surface de
l'ovocyte par l'intermédiaire de la fertiline et de I'intégrine a6(31. Dans le
modéle proposé, I'intégrine a6fB1 est associée au CD9 via une autre tétraspa-
nine dont la nature reste a déterminer. Le complexe comprenant les tétras-
panines a681 et d’autres molécules pourrait permettre la fusion du sperma-

tozoide avec I'ovocyte.

laires associant également d’autres
molécules de surface, notamment
certaines intégrines 1, les antigénes
HLA-DR et d’autres molécules
comme le CD19. Ces complexes sont
structurés dans la mesure ou il existe
des spécificités d’interaction des
tétraspanines avec une molécule par-
tenaire et que le branchement de ces
molécules aux complexes a tétraspa-
nines ne peut donc se faire que par
I'intermédiaire de la tétraspanine
partenaire. C’est ainsi qu’il a été
observé que le partenaire de l'inté-
grine 0631 est la tétraspanine CD151
dans I'espece humaine. Par ailleurs
une molécule de 135 kDa non
encore identifiée est un partenaire
spécifique de CD9. On ne sait pas
encore si le CD9 peut directement
moduler la fonction de l'intégrine
06B1 chez la souris ou si, suivant
notre mode¢le, son absence perturbe
la formation de complexes compre-
nant 0601 et le partenaire de CD9.
En tout état de cause, cette observa-
tion du défaut de fusion du sperma-
tozoide avec l’ovocyte, simplement
par 'absence de la tétraspanine CD9,
en fait un modele tres utile pour
Iétude de la fonction des tétraspa-
nines. Toutefois, transposer les
études moléculaires de ’homme a la
souris nécessitera de développer les
réactifs (anticorps CD151) et les
modeles murins adéquats (souris

s dont le géne CDI151 a été invalidé).
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Par ailleurs les études biochimiques
des ovocytes sont rendues délicates
par la faible quantité de matériel dis-
ponible pour I'analyse.

Une autre question soulevée par le
phénotype des souris déficientes en
CD9Y, et d’ailleurs fréquemment
posée par le phénotype des souris
knock-out, est I’absence d’anomalies
dans des tissus exprimant fortement
la molécule chez les souris dites sau-
vages. Le mécanisme généralement
supposé est celui de la redondance
entre molécules de la méme famille.
L’obtention par croisement de souris
invalidées pour plusieurs génes de
tétraspanines permettra peut-étre de
répondre a cette question.

D’une maniere plus large, de mul-
tiples invalidations de geénes ont déja
permis d’observer de maniere parfois
fortuite une stérilité partielle ou
totale de la femelle. Ces phénotypes,
relatés dans la revue de Monget et al.
[10], sont secondaires a des anoma-
lies des différentes étapes de matura-
tion de I'ovocyte. Trés peu d’entre
eux on trouvé leur correspondance
en pathologie humaine, alors que la
cause de nombreuses stérilités reste
indéterminée. Certaines stérilités
probablement dues a un défaut de
fusion peuvent étre traitées efficace-
ment par I'ICSI mais d’autres, par
exemple 'impossibilité de réimplan-
tation d’un embryon, n’en bénéficie-
ront pas. Dans tous les cas, il parait

utile de déterminer les éventuelles
causes génétiques de la stérilité.
Cette connaissance changerait pro-
fondément les méthodes diagnos-
tiques et permettrait d’aider a poser
les indications des techniques de
fécondation in vitro.
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