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Résumé — Nous avons confirmé la présence, au niveau de la zone pellucide bovine (ZP), de 3
types de glycoprotéines nommees ZP1, ZP2, ZP3 de masse moléculaire apparente respective de
80-70 kDa, 66-63 kDa et 60 kDa, aprés séparation en SDS-PAGE et en conditions réductrices. En
2D-PAGE, le profil électrophorétique fait apparaitre une quatrieme famille de glycoprotéines appelée
ZP4. Les analyses des constituants protéiques de ZP d'ovocytes et d'embryons obtenus aprés tran-
sit dans le tractus génital, et/ou aprés action du ionophore A23187, montrent des modifications de
leur composition macromoléculaire iltustrées par des mobilités électrophorétiques caractéristiques.
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Summary — Differences in the macromolecular composition of zona pellucida isolated from
bovine oocytes, embryos and A23187 pretreated oocytes. The SDS-PAGE method was used to
determine the composition of isolated bovine zona pellucida (ZP). This egg extracellular coat ap-
pears to be characterized by 3 major glycoproteins (ZP1, ZP2, ZP3), with apparent molecular weight
(MW) of 80-70 kD, 66-63 kD and 60 kD, respectively, as revealed by 1-dimensional SDS—PAGE.
After 2-dimensional SDS-PAGE, the zona pellucida electrophoretic pattern indicates a fourth glyco-
protein, thus called ZP4. SDS-PAGE analysis of ZP isolated from oocytes and embryos after transit
through the genital tract of A23187 pretreated oocytes allowed the description of modifications in gly-
coproteinic composition.
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INTRODUCTION

La zone pellucide (ZP) enveloppe acellu-
laire entourant l'ovocyte des Mammiféres
(Dunbar, 1983) est impliquée dans la re-
connaissance homospécifique, la fixation
et le déclenchement de la réaction acroso-
mique du spermatozoide (Hartmann,
1983 ; Barros et al, 1988 ; Wassarman et
Mortillo, 1991).

Apres la fécondation, la ZP participe au
blocage de la polyspermie (Stewart-
Savage and Bavister, 1988) et assure la
protection mécanique de l'embryon pré-
implantatoire (Mintz, 1962 ; Modlinski,
1970).

Du fait de ses rdles importants, la ZP
présente un grand intérét dans l'étude de
la reproduction, notamment comme cible
pour limmuno-contraception (Gwatkin et
al, 1977 ; Isojima et al, 1984 ; Mori et al,
1985 ; Koyama et al, 1991). Cette struc-
ture principalement constituée de glyco-
protéines a été bien caractérisée dans plu-
sieurs espéces animales (Dunbar, 1983 ;
Dunbar et Wolgemuth, 1984 ; Hedrick et
Wardrip, 1987a ; Wassarman, 1988).

Ces glycoprotéines sont sécrétées par
I'ovocyte seul ou en coopération avec les
cellules folliculaires (Bleil et Wassarman,
1980a ; Greve et al, 1982 ; Wolgemuth et
al, 1984 ; Dunbar et al, 1989). L'oviducte
est aussi impliqué dans la synthése des
composants de la ZP (Kapur and Johnson,
1988 ; Gandolfi et al, 1991 ; Boice et al,
1990) et, lors de la fécondation, la ZP
subit des modifications physiques et chimi-
ques.

Cette structure est soumise a de mul-
tiples changements biochimiques et struc-
turaux au cours de son existence.

Le but de ce travail est de caractériser,
par électrophorése SDS-PAGE et en 2 di-
mensions, les glycoprotéines constitutives
de la ZP bovine et de mettre en évidence
d'éventuelles modifications liées au transit

dans l'oviducte, a la réaction corticale et a
la fécondation.

MATERIEL ET METHODES

Recueil des ZP

Le recueil a été effectué a partir de 3 groupes
différents.

Des ovaires (n = 160) sont prélevés & |'abat-
toir et conservés sur de la glace pendant 2 a
3 h. Les ovocytes sont obtenus par ponction in-
dividuelle a +4°C des follicules pré-antraux (dia-
métre supérieur a 8 mm), a l'aide d'une aiguille
de 0,8 mm de diamétre reliée a un systéeme
d'aspiration. Le liquide de ponction est ensuite
passé sur 2 filtres successifs de nylon (maille de
150 um puis 75 pm). Les ovocytes sont remis
en suspension dans une boite de Petri apres la-
vage des filtres avec du NaCl a 0,9% a +4°C.
Les ovocytes recueillis sont enfin rincés par 3
passages successifs dans des bains de NaCl a
0,9%.

Les embryons et ovocytes ovulés sont obte-
nus apres superovulation de 14 vaches apres
des chaleurs induites par la pose d'implants
sous-cutanés contenant un analogue de la pro-
gestérone : le norgestomet (Crestar, Intervet).
Les ovaires sont stimulés par injections intra-
musculaires de FSH (Stimufol) au 7¢ jour aprés
la pose de l'implant a la dose de 32 mg réparties
en gquantités décroissantes sur 4 j & 12 h d'inter-
valle afin d'imiter la cinétique de FSH pendant le
cycle cestral naturel. Chacune des cornes uté-
rines est lavée avec 300 a 500 ml de liquide de
collecte (2% de sérum de bceuf dans du sérum
physiologique) 7 | aprés l'ovulation a l'aide d'une
sonde de récolte par voie cervicale. Dix vaches
inséminées avec du sperme décongelé ont four-
ni 40 embryons au stade soit morula soit biasto-
cyste ; 4 vaches non inséminées ont permis l'ob-
tention de 43 ovocytes non fécondés. Les
embryons et ovocytes sont également lavés 3
fois dans du NaCl a 0,9%.

Isolement et solubilisation des ZP

Les ovocytes ponctionnés sont débarrassés des
cellules périovocytaires par agitation dans un
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tampon de lavage (phosphate de sodium 10
mM, chlorure de sodium 125 mM, citrate de so-
dium 3 mM, EDTA 2 mM) (Hedrick and Wardrip,
1986). Quelque 1 500 ovocytes, colorés au bleu
d‘aniline (bleu lumiére, Prolabo, France) pour
mieux les visualiser, sont transférés dans de
l'eau distillée de fagon a exercer par osmose
une pression sur la ZP. L'agitation mécanique
du milieu a 'aide d'une micropipette provoque la
rupture de la ZP et I'extrusion du contenu ovocy-
taire. Pour éviter la protéolyse des constituants
de la ZP, I'ensemble des manipulations est réali-
sé a +4°C en présence d'inhibiteurs enzymati-
ques (protease inhibitors set : Boehringer Mann-
heim Biochemica, France: dihydrochlorure
d'antipaine 50 pug/ml, Aprotinine 2 ug/mi, EDTA-
Na, 0,5 mg/ml, leupeptine 0,5 ug/ml, phosphora-
midon 330 ug/ml). Les ZP sont lavées par pas-
sages successifs dans 3 bains de NaCl a 0,9%
puis solubilisées a 70°C pendant 30 min dans
de l'eau dont le pH a été ajusté a 10,0 avec du
Na, COj; solide (Dunbar ef a/, 1980). L'échan-
tillon est concentré a 45°C sous vide a l'aide
d'un concentrateur Speed-Vac (Savant, Bio-
block, France) puis stocké a —20°C et utilisé
dans le mois.

Un second protocole plus rapide a été établi
pour le traitement de grandes guantités d'ovo-
cytes. La solubilisation des ZP s'effectue a partir
d'ovocytes entiers (Araki et al, 1992). Cing cents
ovocytes sont disposés dans un tube Eppendorf
contenant 500 pl d'eau distillée a pH 10,0. Cha-
que tube est ensuite incubé a 70°C pendant 30
a 60 min. L'état de solubilisation de la ZP est
contrdlé & un grossissement 40 a l'aide d'un sté-
réomicroscope. Aprés centrifugation a 14 300 g
pendant 20 minutes afin de sédimenter ovo-
cytes et particules insolubles, le surnageant est
concentré et stocké a —20°C.

Action d'un ionophore calcique :
A 23187

Un lot d'ovocytes (n = 1000) est transfére,
apres ponction, dans 450 pl de milieu de culture
(INRA Ménézo B, Medium, Biomérieux, France)
puis soumis a l'action de 50 pl de l'ionophore A
23187 (25 uM dans PBS) durant 15 min & 37°C
sous 5% de CO,. Selon Moller et Wassarman
(1989), l'action de l'ionophore doit déclencher la
réaction corticale et par conséquent la réaction
de la zone pellucide. Les ovocytes sont ensuite

rincés par bains successifs dans du NaCl a 0,9%
puis séparés de leur ZP selon la technique dé-
crite ci-dessus. Parallélement, un échantillon té-
moin est traité de la méme fagon sans ionophore.
Les ZP solubilisées sont con-servées a —20°C.

Méthodes électrophorétiques

SDS-PAGE : les ZP solubilisées sont mélan-
gées avec 3 volumes d'une solution dénaturante
(0,0625 M tris pH 6,8, contenant 20% de glyceé-
rol, 5% de (-mercaptoéthanol, 2% de SDS et
0,001% de bleu de Bromophénol). L'échantillon
est chauffé dans un bain-marie & 95°C pendant
5 min. La séparation électrophorétique s'effec-
tue sur gel de polyacrylamide en présence de
SDS (Laemmli, 1970) a voltage constant 1 h a
température ambiante.

Le gel de concentration contient 4% (p/v)
d'acrylamide, le gel de séparation est constitué
d'un gradient linéaire de 6 a 16% (p/v) d'acryla-
mide.

2D-PAGE : la technique adoptée est celle dé-
crite par O'Farrell (1975). Les ZP solubilisées et
mélangées a 3 volumes de tampon de lyse
(urée 9,5 M, ampholines pH 3,5-10 2% Reso-
lyte, Touzart et Matignon, France, NP 40 2%, B-
mercaptoéthanol 5%) sont séparées dans un
premier temps seton leur point isoélectrique par
électrofocalisation (IEF) puis en fonction de leur
poids moléculaire par SDS-PAGE dans un gel
de 6 & 16% (p/v) d'acrylamide.

Les concentrations protéiques sont détermi-
nées en utilisant l'acide bicinchoniniqgue (BCA)
(Smith et al, 1985). Environ 200 ng de protéines
sont déposés par puits de migration en SDS-
PAGE et 4 ug pour I'lEF.

Le liquide folliculaire, source possible de
contamination protéique des ZP, est également
soumis aux migrations a raison de 6 ug/puits.

Les masses moléculaires (MM) sont esti-
mées par comparaison avec les mobilités rela-
tives de plusieurs protéines de poids molécu-
laire connu : SDS Molecular Weight Standards,
Biorad : phosphorylase b du muscle de lapin
(MM = 97,4 kDa), BSA (MM = 66,2 kDa), oval-
bumine d'ceuf de poule (MM = 45,0 kDa), anhy-
drase carbonique bovine (MM = 31,0 kDa), inhi-
biteur trypsique de graine de haricot (MM = 21,5
kDa), lysozyme d'ceuf de poule (MM = 14,4
kDa).
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De la méme facgon, les points isoélectriques
(PI) sont déterminés a l'aide de marqueurs : 2D-
SDS-PAGE Standards, Biorad: conalbumine
d'ceuf de poule (Pl = 6,0-6,3-6,6), actine de
muscle bovin (Pl = 5,0-5,1), anhydrase carboni-
que bovine (Pl = 5,9-6,0}), inhibiteur trypsique de
graine de haricot (P! = 4,5). Les protéines sont
colorées a l'argent selon la méthode de Morris-
sey (1981). Malgré sa faible sensibilité, une co-
loration préalable des gels a l'acide périodique
de Schiff (Zacharius et al, 1969) a confirmé la
nature glycoprotéique des molécules constitu-
tives de la ZP (non illustré).

RESULTATS

La séparation en SDS-PAGE de premiere
dimension et en conditions réductrices des
protéines de ZP d'ovocytes ponctionnés
montre, aprés coloration a largent, 3
bandes localisées & des MM apparentes
comprises entre 80-70 kDa, 66-63 kDa et
a 60 kDa nommées respectivement ZP1,
ZP2 et ZP3 selon le systéme d'identifica-
tion suivant les MM apparentes décrois-
santes proposé par Sacco et al (1981)
(fig 1).

Lorsque les ZP sont issues d'ovocytes
ou d'embryons ayant transité dans le trac-
tus génital, les mémes conditions de sépa-
ration font apparaitre 2 bandes supplé-
mentaires avec des MM respectives vers
97 kDa et 45 kDa (fig 2). Le traitement a
I'A 23187 ne modifie pas le profil de migra-
tion.

La séparation en 2 dimensions met en
évidence 4 familles de glycoprotéines
acides qui, selon le systéme d'identifica-
tion des MM apparentes décroissantes,
sont appelées : ZP1 (MM = 117-97 kDa ;
Pl = 5,4-6,3), ZP 2 (MM = 100-60 kDa ; P!
= 4,3-5,6), ZP3 (MM = 90-74 kDa; Pl =
5,8-6,2) et ZP4 (MM = 60-55 kDa ; Pl =
5,6-6,2) (fig 3A). Aprés prétraitement des
ovocytes par un ionophore A 23187 (25
uM dans PBS), le profil électrophorétique
est modifié. ZP1 présente dans ce cas une
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Fig 1. Séparation des protéines de la ZP d'ovo-
cytes ovariens bovins en électrophorése mono-
dimensionnelle et en conditions réductrices (en-
viron 200 ng de protéines sont déposés par
puits}). Coloration a l'argent.

MM apparente comprise entre 182 et 135
kDa (Pl = 4,9-5,4) et ZP2 une MM appa-
rente entre 115 et 55 kDa (Pl = 4,1-5,6),
ZP3 et ZP4 n'apparaissent plus au sein du
gel (fig 3C).

DISCUSSION

Depuis ces 10 derniéres années, de nom-
breuses études concernant la ZP de plu-
sieurs especes de Mammiféres ont été ré-
alisées. Si le bovin constitue un matériel
de choix pour I'étude de la ZP en raison de
la facilité d'obtention du matériel, le
nombre de travaux reste limité.

La ZP apparait aprés séparation en
SDS-PAGE, composée de 3 familles de
glycoprotéines nommeées ZP1 (80-70 kDa),
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Fig 2. Comparaison des profils de migration éiectrophorétique en premiére dimension et en condi-
tions réductrices. A : ZP d'ovocytes ponctionnés ; B : ZP d'ovocytes ponctionnés puis soumis au iono-
phore A 23187 (25 uM dans PBS) ; C : ZP d'embryons a J7 ; D : ZP d'ovocytes a J7 prélevés chez

des vaches non inséminées. Coloration a l'argent.

ZP2 (66-63 kDa), ZP3 (60 kDa) selon le
systéeme d'identification proposé par Sacco
et al (1981). Si les MM apparentes sont
comparables a celles observées dans di-
verses espéces (Bleil and Wassarman,
1980b ; Sacco et al, 1981 ; Dunbar et al,
1985 ; Maresh and Dunbar, 1987 ; Shaba-
nowitz and O-Rand, 1988), ces résuitats
ne sont pas en accord avec ceux obtenus
par Gwatkin ef a/ (1980) qui, aprés élimina-
tion des cellules périovocytaires par la col-
lagenase (100 pg/ml & 37°C pendant 2 h),
séparent les glycoprotéines sur gel d'aga-
rose (1%) en une unique bande localisée
vers 100 kDa chez le bovin et 62 kDa chez
porc. Dunbar et al (1980), en SDS-PAGE,
n'avaient observé qu'une unique bande de
40 a 60 kDa chez la vache comme chez le
porc, alors qu'il est désormais établi que
les glycoprotéines de ZP de porc se sépa-

rent, en SDS-PAGE en conditions réduc-
trices, en 4 familles de MM apparentes de
90 kDa, 65 kDa, 55 kDa et 25 kDa (Was-
sarman, 1988).

La deuxieme dimension fait apparaitre 4
familles de protéines acides : ZP1 (MM =
117-97 kDa; Pl = 5,4-6,3), ZP2 (MM
100-60 kDa ; Pl = 4,3-5,6), ZP3 (MM = 90-
74 kDa ; Pl = 5,8-6,2) et ZP4 (MM = 60-
55kDa; Pl= 5,6-6,2) selon le systéme
d'identification suivant les MM apparentes
décroissantes (Sacco et al, 1981). Le profil
€électrophorétique obtenu est proche de
celui observé par Florman et First (1988},
qui cependant ne montre que 3 trains de
protéines présentant chacun une microhé-
térogénéité prononcée et de MM appa-
rente de 94-110 kDa (P! = 7,0-8,3), 82-94
kDa (Pl = 4,3-4,8) et 70-76 kDa (PI = 5,8-
7,3). Au cours du recueil des ZP, |'utilisa-

1]
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tion de hyaluronidase (1 mg/ml) (Type IV ;
Sigma) et I'absence d'inhibiteurs enzymati-
ques lors de I'éclatement des ZP et de 'ex-
trusion du contenu ovocytaire, pourrait mo-
difier les PI des constituants de la ZP et
une protéolyse de la 4¢ famille pourrait ex-
pliquer son absence au sein du gel.

La caractérisation en SDS-PAGE des
ZP d'embryons ou ovocytes non insémi-
nés, prélevés par lavages utérins 7 j aprés
ovulation, fait apparaitre 2 nouvelles
bandes dont les MM apparentes se situent
respectivement vers 97 kDa et 45 kDa.

L'existence de glycoprotéines secrétées
par des cellules de l'oviducte et associées
a la ZP lors du transit de I'ceuf dans le
tractus a été décrite chez le porc (Hedrick
et al, 1987b), le lapin (Shapiro et al, 1974),
la souris (Kapur and Johnson, 1988), le
babouin (Boice et al, 1990), la brebis
(Gandolfi et al, 1991) et chez le hamster
(Roux et Kan, 1991; Abe et al, 1992).
Chez le bovin, le temps moyen de dissolu-
tion de la ZP par la pronase a 0,1% aug-
mente avec le temps de séjour de l'ovo-
cyte dans un oviducte isolé (Smorag and
Katska, 1988). De plus, une protéine de
97 kDa sécrétée au niveau de listhme et
capable de s'associer avec la ZP a été
mise en évidence en  immuno-
fluorescence par Wegner et Killian (1991).
Cette protéine, nécessaire a la régulation
des étapes initiales de la fécondation et/ou
du développement précoce, est présente
sur le profil électrophorétique de I'embryon
et de l'ovocyte ovulé (fig 2). La seconde
protéine localisée a 45 kDa est plus faible-
ment représentée. Elle pourrait étre issue

— de la méme fagon — de sécrétions de
cellules de l'oviducte ou d'un clivage des
glycoprotéines sous l'action d'enzymes
présentes dans le trompes. Il n'est cepen-
dant pas observé, corrélativement, d'atté-
nuation ou de disparition des bandes
propres aux glycoprotéines d'ovocytes
ovariens.

En SDS-PAGE, aucune différence n'est
décelable entre ZP d'ovocytes ovulés et
ZP d'embryons a J7 et, ZP d'ovocytes
ponctionnés et ZP d'ovocytes prétraités
par le ionophore (fig 2). Il est pourtant
connu chez le bovin que la fécondation
provoque un durcissement (Hardening) de
la ZP alors moins sensible a l'action de
protéases et d'agents chimiques (Katska et
al, 1989).

Chez la souris, la réaction corticale
conduit au clivage de la glycoprotéine ZP2
en ZP2 f de MM apparente plus faible.
Cette protéolyse serait impliquée dans le
blocage de la polyspermie (Moller and
Wassarman, 1989). De la méme fagon,
ZP3 est modifiée en ZP3 f incapable de se
fixer aux spermatozoides; cependant
cette modification est indétectable en
SDS-PAGE. Une évaluation plus résolutive
des constituants de la ZP en 2D a permis
la mise en évidence des modifications
dans la composition macromoléculaire de
ZP d'ovocytes prétraités a I'A 23187. ZP1
est alors représentée par un spot localisé
a une MM apparente comprise entre 182
et 135 kDa avec un Pl de 4,9-54. ZP 2
semble étre le résultat de fusion avec
d'autres trains protéiques. Cette famille ap-
parait plus étalée (Pl = 4,1-5,6) avec une

Fig 3. Séparation des protéines de la ZP en 2 dimensions et en conditions réductrices apres solubili-
sation & partir d'ovocytes entiers. Les ZP solubilisées sont mélangées a 3 volumes d'un tampon de
lyse (urée 9,5 M, ampholines [3,5-10] 2%, NP 40 2%, B-mercaptoéthanol 5%). A : ZP d'ovocytes
ponctionnés ; B : ZP d'ovocytes ponctionnés puis incubés 15 min a 37°C sous 5% de CO, dans du
B,. C : ZP d'ovocytes ponctionnés puis incubés 15 min a 37°C sous 5% de CO, dans du B, en pré-
sence du ionophore A 23187 (25 uM dans du PBS) (4 ug de protéines). Coloration a I'argent.
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MM apparente entre 115 et 55 kDa corré-
lativement a la disparition de ZP3 et ZP4.
Le contenu des granules corticaux pourrait
agir plus spécifiguement sur les sé-
quences saccharidiques et expliquer ainsi
les variations de Pl observées. Chez le xé-
nope, une B-N-acétylglucosaminidase a
été identifiée dans les granules corticaux
(Greve et al, 1985). L'action de protéases
conduirait a un clivage protéique ayant
pour résultat la disparition d'une part des
protéines. De plus, l'action des enzymes
peut modifier 'encombrement stérique des
molécules, directement lié a la valeur des
MM apparentes.

CONCLUSION

La zone pellucide bovine est composée de
3 a 5 glycoprotéines dont certaines ont
des mobilités électrophorétiques caracté-
ristiques pouvant avoir valeur de mar-
queurs de compétences fonctionnelles de
la ZP selon qu'elle provient :

— i) d'ovocytes préovulatoires, d'ovocytes
qui ont subi la réaction corticale ou d'em-
bryons préimplantatoires. Ces modifica-
tions peuvent traduire l'action sur la ZP
des sécrétions tubaires et des granules
corticaux dont les facteurs et le mode d'ac-
tion restent a élucider ;

— ii) de I'espéce, puisque la ZP bovine dif-
fere de la ZP de souris en dépit de cer-
taines similitudes, du fait possible de la
spécificité des intéractions gamétiques.
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