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RésuméRésuméRésuméRésumé 

La O-N-acétylglucosaminylation, ou O-GlcNAc, est une modification post-

traductionnelle dynamique et réversible de nombreuses protéines nucléo-cytoplasmiques. 

Cette glycosylation, souvent comparée à la phosphorylation avec laquelle elle peut d’ailleurs 

entrer en compétition, semble prendre part à la régulation de nombreux processus biologiques 

parmi lesquels le cycle cellulaire et l’embryogenèse. 

Le cycle cellulaire est le processus par lequel une cellule-mère se divise pour former 

deux cellules-filles génétiquement identiques entre elles. De nombreux acteurs moléculaires 

contrôlent l’entrée et la progression des cellules dans les quatre phases du cycle (G1, S, G2, 

M) et sa dérégulation participe activement aux processus de cancérisation. Dans un premier 

temps, nos travaux ont porté sur l’étude de la O-GlcNAc dans le contrôle de la reprise 

méiotique de l’ovocyte de Xenopus laevis, un processus analogue à la transition G2/M du 

cycle cellulaire. Cette transition G2/M est caractérisée par l’activation simultanée du MPF, 

pour « M-phase promoting factor », facteur universel d’entrée en phase M, de la voie MAPK 

p39mos/MEK/erk2 mais aussi par une augmentation du niveau global de O-GlcNAc intra-

ovocytaire. 

Nous avons démontré que cette augmentation du niveau de O-GlcNAc était primordiale pour 

la reprise méiotique ovocytaire puisque l’inhibition de l’OGT, l’enzyme catalysant le transfert 

du résidu de GlcNAc sur la protéine, empêche la transition G2/M de l’ovocyte alors que sa 

surexpression potentialise ce phénomène. Nous avons également identifié 24 protéines dont le 

niveau de O-GlcNAc augmente au cours de la reprise méiotique et appartenant à des classes 

fonctionnelles différentes dont des protéines du cytosquelette (la bêta-actine et l’alpha-

tubuline), la kinase erk2, la phosphatase PP2A, plusieurs enzymes de la glycolyse et certaines 

protéines ribosomales. 

Dans un second temps, nous avons entrepris l’étude des variations des niveaux de O-GlcNAc, 

d’OGT et d’UDP-GlcNAc (le nucléotide-sucre donneur pour l’addition de O-GlcNAc) au 

cours de l’ovogenèse et de l’embryogenèse précoce chez Xenopus laevis. Nos résultats 

montrent que la dynamique de la O-GlcNAc est complexe tout au long de l’ovogenèse et de 

l’embryogenèse. Notamment, nous avons observé une diminution drastique et transitoire de la 

O-GlcNAc dès le début de la gastrulation suggérant une implication de la glycosylation dans 

les phénomènes de migration cellulaire caractéristiques de cette étape du développement qui 

permet la mise en place des trois feuillets embryonnaires à l’origine de tous les tissus de 

l’adulte. Au regard de ces résultats nous proposons que les processus de reprise méiotique 

mais également d’ovogenèse et d’embryogenèse sont en partie orchestrés par la O-GlcNAc. 
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O-linked-N-acetylglucosaminylation or O-GlcNAc is a dynamic and reversible post-

translational modification of numerous nucleo-cytoplasmic proteins. This glycosylation, often 

compared to phosphorylation with which it can compete, seems to take part in the regulation 

of many cellular processes among which cell cycle and embryogenesis. 

Cell cycle is the process by which a cell can divide to produce two daughter cells 

genetically identical. The entry and the progress of the cell through the four phases of the cell 

cycle (G1, S, G2, M) is controlled by numerous factors and its deregulation is one of the 

major cause of cancer. First, our works have focused on the study of O-GlcNAc implication in 

the control of Xenopus laevis oocyte meiotic resumption, a process analogous to the G2/M 

transition of the cell cycle. This G2/M transition is characterized by the simultaneous 

activation of the MPF (M-phase Promoting Factor), the universal regulator of the M-Phase 

entry and of the MAPK pathway p39mos/MEK/erk2 but also by a sudden increase in the 

oocyte O-GlcNAc content. 

We have demonstrated that this O-GlcNAc increase was essential for meiotic resumption 

since the inhibition of OGT, the enzyme that catalyses the transfer of the O-GlcNAc moiety to 

the target proteins, prevents the oocyte G2/M transition whereas overexpression of the 

enzyme potentiates this process. We have also identified 24 functionally different proteins 

that O-GlcNAc modification increases during meiotic resumption among which cytoskeletal 

proteins (beta-actin and apha-tubulin), the kinase erk2, the phosphatase PP2A, several 

glycolysis enzymes and some ribosomal proteins.  

Second, we have undertaken the study of O-GlcNAc, OGT and UDP-GlcNAc (the sugar-

nucleotide for the O-GlcNAc modification) variations during the oogenesis and the early 

development of Xenopus laevis. Our results show that the O-GlcNAc dynamism is intricate 

from the Xenopus oogenesis to embryogenesis. In particular, we observed a drastic and 

transitory O-GlcNAc decrease at the onset of gastrulation, suggesting a role for O-GlcNAc in 

the regulation of cell migration. This migration is characteristic of this stage of development 

since it permits the generation of the three germ layers, precursors of the whole adult tissues. 

From the point of view of these results, we suggest that meiotic resumption, oogenesis and 

embryogenesis are in part orchestrated by O-GlcNAc. 
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La majeure partie de ce travail de thèse a porté sur l’étude de l’implication de la O-

GlcNAc au cours de la reprise méiotique de l’ovocyte de Xenopus laevis, un modèle d’étude 

de la transition G2/M du cycle cellulaire. L’étude préliminaire des variations des niveaux de 

O-GlcNAc de l’ovogenèse jusqu’à l’embryogenèse précoce chez le Xénope n’a débuté qu’au 

cours de ma dernière année de thèse. 

Ainsi, dans la section « Généralités », je n’introduirai que le cycle cellulaire, la reprise 

méiotique ovocytaire et la O-GlcNAc. Une introduction à l’embryogenèse chez Xenopus 

laevis sera incluse dans la deuxième partie de la section « travaux personnels ». 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GénéralitésGénéralitésGénéralitésGénéralités    
    

    

    

    

    

    
    



    

    

    

    
PARTIE IPARTIE IPARTIE IPARTIE I    

    
Introduction généraleIntroduction généraleIntroduction généraleIntroduction générale    ::::    

Le cycle cellulaireLe cycle cellulaireLe cycle cellulaireLe cycle cellulaire



GénéralitésGénéralitésGénéralitésGénéralités    

 

 

« Omni cellula e cellula » ou « Là où apparaît une cellule, il doit y avoir eu une autre 

cellule auparavant » : c’est en 1858, que Rudolf Virchow, physiologiste allemand établissait 

ce postulat qui introduisait le concept de division cellulaire, processus essentiel au 

développement de l’embryon à partir de la cellule-œuf mais aussi au maintien de 

l’homéostasie de l’organisme adulte. Depuis, la compréhension des mécanismes moléculaires 

qui contrôlent l’entrée et la progression du cycle cellulaire des quelques 100.000 milliards de 

cellules qui constituent notre organisme s’est imposé comme un enjeu de taille puisque des 

dérégulations du cycle aboutissant à des proliférations cellulaires incontrôlées participent 

activement aux processus de cancérisation. 

Jusqu’à la fin des années 1970, bien que les phases du cycle cellulaire avaient été 

décrites, leurs mécanismes de contrôle n’étaient pas connus. De nombreuses études, menées 

sur divers modèles biologiques comme les levures, les embryons d’oursins, d’amphibiens ou 

d’étoiles de mer, ont ensuite révélé que le cycle cellulaire consiste en une série d’événements 

coordonnés, extrêmement régulés d’un point de vue spatio-temporel par des mécanismes 

conservés au cours de l’évolution chez tous les eucaryotes. Ces travaux ont été couronnés par 

l’attribution en 2001, du prix Nobel de Physiologie et de Médecine à Leland Hartwell, Tim 

Hunt et Paul Nurse. 

 

I. Les différentes phases du cycle cellulaire.  

 

La majorité des cellules de l’organisme est différenciée et ne se divise pas. Les cellules 

sont alors dites quiescentes ou en phase G0 pour Gap0. Toutefois, sous l’effet de signaux 

mitogènes tels que ceux portés par les hormones ou les facteurs de croissance, elles peuvent 

entrer dans le cycle cellulaire aboutissant à la formation de deux cellules filles génétiquement 

identiques entre elles. Le cycle cellulaire se décompose en quatre phases (Figure 1). 

Les cellules s’engagent d’abord en phase G1 (Gap1) où, lorsqu’elles passent le point de 

restriction (point R), elles progressent dans le cycle indépendamment de tous signaux 

extérieurs et de manière irréversible. Cette phase G1 est une phase de croissance et de 

synthèse protéique qui précède la phase S de réplication du matériel génétique par un 

mécanisme semi-conservatif. Cette dernière est suivie de la phase G2 (Gap2), deuxième phase 

de croissance qui prépare la phase M (Mitose) de division proprement dite. L’ensemble des 

phases G1, S et G2 constituent l’interphase.  
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Figure 1 : les 4 phases du cycle cellulaire.  
Sous l’effet de signaux mitogènes, une cellule quiesciente  (G0), entre dans le cycle de division cellulaire. Celui-
ci se divise en deux grandes phases : l’interphase (G1,S,G2) et la mitose (M) au terme de laquelle deux cellules-
filles génétiquement identiques entre elles, sont produites. 
 

La phase M quant à elle se divise en 5 phases (Figure 2): 

- La prophase, durant laquelle la chromatine se condense. Le fuseau de division se 

forme à partir des microtubules émanant des centrosomes.  

- La prométaphase, au cours de laquelle l’enveloppe nucléaire se rompt. Les 

chromosomes s’attachent sur les fibres du fuseau de division bipolaire. 

- La métaphase, caractérisée par l’alignement des chromosomes en plaque 

métaphasique (ou plan équatorial). 

- L’anaphase, au cours de laquelle les chromatides sœurs se séparent et migrent 

vers les pôles du fuseau. 

- La télophase, pendant laquelle les chromosomes se décondensent, le fuseau 

disparaît et aboutissant à la cytokinèse ou cytodiérèse, c’est à dire la séparation 

des cytoplasmes des deux cellules filles. Ce clivage par constriction est permis 

par la mise en place d’un anneau contractile principalement constitué d’actine et 

de myosine qui se resserre progressivement jusqu'à former un corps 

intermédiaire, le « mid-body », formant un passage étroit entre les deux cellules 
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filles et qui contient le reste du fuseau mitotique. Celui-ci finira par disparaître 

entièrement et les deux cellules filles se sépareront complètement. 

 

 
Figure 2 : représentation schématique des différentes phases de la mitose.  
Adapté de : http://www.ivy-rose.co.uk/Topics/Cell-Division_Meiosis.php 
La mitose représente la phase de division proprement dites et se décompose en 5 phases. 
 
II. Les points de contrôle du cycle cellulaire. 

 

La progression dans le cycle cellulaire est régulée par le franchissement de différents 

points de contrôle ou « checkpoints » aux transitions G1/S, G2/M et métaphase-anaphase 

(Figure 3). En effet, différents mécanismes de « surveillance » sont mis en place pour 
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détecter d’éventuels dommages à l’ADN (DDCP, « DNA Damage CheckPoint »), pour 

s’assurer que la cellule ne se divise pas tant que la réplication n’est pas achevée (RCP, 

« Replication Checkpoint ») ou encore pour s’assurer que les chromosomes sont bien appariés 

et ancrés au fuseau de division lors de la métaphase (SAC, « Spindle Assembly CheckPoint »). 

Ces systèmes sont responsables du maintien de l'intégrité du génome dans les deux cellules 

filles. 

 Le déclenchement, la progression et la succession harmonieuse des différentes phases 

du cycle sont sous le contrôle de complexes du type cycline/cdk (« cyclin dependent kinase ») 

spécifiques de chaque phase (Figure 3) et dont l’activité varie au cours du cycle cellulaire. 

Leur activité est régulée par : (i) une alternance entre la synthèse et la dégradation des sous-

unités régulatrices, les cyclines, (ii) interaction des cdk avec les CKI (« cdk inhibitor ») et (iii) 

des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation des cdk. Lorsqu’une anomalie est 

repérée, les éléments régulateurs des points de contrôle modulent l’activité de ces complexes 

cycline/cdk pour stopper la progression du cycle et déclencher des processus de réparation ou 

de mort par apoptose si les dommages sont trop importants. 

 

 
Figure 3 : les complexes cyclines/cdk et les points de contrôle du cycle cellulaire.  
Différents complexes cyclines/cdk assurent la succession harmonieuse des différentes phases du cycle cellulaire 
et sont la cible de différents points de contrôle à la transition G1/S, G2/M et métaphase-anaphase. 
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III. Dérégulations du cycle cellulaire et cancer. 

 

Avec la résistance à l’apoptose et l’augmentation de l’angiogenèse, les phénomènes de 

divisions aberrantes et de résistance aux signaux d’arrêts du cycle constituent des 

caractéristiques majeures des cellules cancéreuses. 

En effet, les cellules cancéreuses sont capables de sortir de quiescence indépendamment 

de tous signaux mitogènes. Cette capacité est souvent le résultat d’une stimulation autocrine : 

ces cellules synthétisent leur propre facteur de croissance et/ou surexpriment les récepteurs à 

ces facteurs. Des mutations des protéines des voies de signalisation activées en réponse aux 

signaux mitogènes sont également fréquemment observées. Par exemple, dans 25% des 

cancers humains, l’oncoprotéine Ras est constitutivement activée (pour revue, voir Perona, 

2006). 

Des mutations ou l’inactivation épigénétique des gènes régulant le point R et la 

progression en G1 sont également fréquemment observées dans les cellules tumorales.  On 

peut citer par exemple, la surexpression des cyclines D1 et E1, l’inhibition des CKI INK4A/B 

et KIP1, l’inhibition de la protéine du Rétinoblastome (pRB) ou encore la surexpression de 

SKP2 et de Cdc4, les protéines responsables de la dégradation de KIP1 et de la cycline E1 

(pour revue, voir Malumbres et Barbacid, 2001). 

Des mutations inhibitrices de Cdc25, phosphatase responsable de l’activation des Cdk, 

sont à l’origine de l’inactivation des checkpoints G1/S, intra S et G2/M permettant ainsi à la 

cellule cancéreuse de se diviser même en présence d’aberrations génétiques et contribuant 

donc à l’instabilité génétique caractéristique des cellules tumorales (pour revue, voir Donzelli 

et Draetta, 2003). 

Enfin, des mutations des protéines du SAC comme Mad2, Bub1 ou l’APC/C autorise la 

division de la cellule même si les chromosomes ne sont pas correctement appariés et ancrés au 

fuseau de division, entraînant l’apparition d’aneuploïdies et contribuant également à 

l’instabilité génétique des cellules tumorales (pour revue, Kops et al., 2005). 

De plus en plus, les stratégies anti-cancéreuses visent donc les protéines régulatrices de 

l’entrée et de la progression des cellules dans le cycle. Aussi, la meilleure compréhension des 

mécanismes moléculaires contrôlant le cycle cellulaire est un enjeu de taille. 

 

Au cours de ma thèse, je me suis focalisée sur l’étude du contrôle de la transition G2/M 

du cycle cellulaire. L’ensemble de mes travaux de thèse a été effectué dans le modèle 
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amphibien Xenopus laevis. La plupart des études réalisées a concerné un processus 

particulier : la reprise méiotique ovocytaire. Cette reprise méiotique est analogue à la 

transition G2/M des cellules somatiques. C’est pourquoi, depuis de nombreuses années, 

l’ovocyte de Xénope représente un modèle de choix pour l’étude des mécanismes 

moléculaires qui contrôlent l’entrée en phase M. Dans la deuxième partie de ces généralités, 

nous présenterons en détail ce modèle d’étude.  
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I. Introduction : la méiose, une division cellulaire spécialisée. 

 

La production des cellules germinales haploïdes, ovocyte et spermatozoïde, à partir de 

précurseurs diploïdes résulte d’un processus de division cellulaire spécialisée : la méiose. Le 

cycle cellulaire méiotique consiste en deux divisions successives (phases M) appelées méiose 

I et méiose II qui se succèdent sans interphase ni réplication de l’ADN (phase S) (Figure 4). 

 

 
Figure 4 : la méiose. 
La méiose représente un type de division cellulaire spécialisée permettant la production de cellules germinales 
haploïdes à partir de précurseurs diploïdes. n = ploïdie, c = quantité d’ADN par génome haploïde. La méiose I 
est dite réductionnelle puisqu’elle permet la séparation des chromosomes homologues et donc le passage à un 
génome haploïde. La méiose II est dite équationnelle et permet la ségrégation des chromatides sœurs. 
 

II. L’ovogenèse chez le Xénope. 

 

Chez le Xénope, l’ovogenèse débute lorsqu’une ovogonie entre en phase S pré-

méiotique puis en prophase de première division de méiose (prophase I). Lorsque l’ovocyte 

atteint le stade diplotène de la prophase I, la méiose s’arrête et l’ovocyte s’entoure de cellules 

folliculaires. L’ovocyte entame alors une longue période de croissance durant laquelle il  

accumule des réserves nutritives  (le vitellus) et informatives (stock d’ARNm maternels) dans 

2n,2c 2n,4c

Phase S
pré-méiotique

n,2c

n,2c

Méiose I
(réductionnelle)

n,c

n,c

n,c

n,c

Méiose II
(équationnelle)

Séparation des 
chromosomes 
homologues

Séparation des 
chromatides 

soeurs



GénéralitésGénéralitésGénéralitésGénéralités    

 

le but de terminer la méiose mais aussi pour acquérir une compétence à la fécondation et au 

développement embryonnaire. L’ovogenèse se subdivise arbitrairement en 6 stades de I à VI 

appelés stades de Dumont (Dumont, 1972) selon des critères de taille et de pigmentation 

(Figure 5, Tableau I).  

 

 
Figure 5 : les différents stades de l’ovogenèse chez le Xénope. 
L’ovogenèse est divisée en 6 stades définis essentiellement par la taille et la pigmentation de l’ovocyte (cf le 
tableau ci-dessous). 
 

 

 

Tableau I : taille et pigmentation des différents stades ovocytaires chez le Xénope. 
D’après Dumont, 1972.  
 

 
 

Au terme de sa croissance, l’ovocyte dit de stade VI ou immature est toujours bloqué en 

prophase I dans un état « G2-like ». Il restera dans cet état plusieurs mois, dans l’attente d’un 

signal hormonal qui lève ce blocage. L’ovocyte termine alors la méiose I, débute la méiose II 

jusqu’à un nouveau blocage qui survient en métaphase II. Ce processus appelé maturation 

ovocytaire est un modèle privilégié pour l’étude de la transition G2/M du cycle cellulaire. 

Lors de la fécondation, le spermatozoïde lève le blocage métaphasique pour conduire à la 

formation d’un zygote diploïde (Figure 6). 
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Figure 6 : de l’ovogonie au zygote chez le Xénope. 
Au cours de la méiose, l’ovocyte subit deux blocages physiologiques. Le premier survient en prophase I. Il sera 
levé par stimulation hormonale pour permettre la maturation ovocytaire. Au terme de cette maturation, l’ovocyte 
sera à nouveau bloqué en métaphase II jusqu’à la fécondation. 
 

1) la vitellogenèse. 

 

La vitellogenèse débute dès le stade III et s’arrête lorsque l’ovocyte devient sensible à la 

progestérone. Le vitellus est d’abord synthétisé dans le foie sous la forme d’un 

précurseur glycoprotéique: la vitellogénine ou VTG (Figure 7). Chez le Xénope, quatre gènes 

de la VTG, A1, A2, B1 et B2, sont transcrits dans les hépatocytes en réponse à l’oestradiol 

produit par les cellules folliculaires entourant l’ovocyte (Wahli et al., 1979). Cette synthèse 

d’oestradiol est sous le contrôle de l’axe hypothalamo-hypophysaire : la sécrétion de GnRH 

(« Gonadotropin Releasing Hormone ») par l’hypothalamus stimule l’hypophyse qui libère à 

son tour l’hormone-folliculo-stimulatrice (FSH, « Follicle Stimulating Hormone »). La FSH 

stimule alors les cellules folliculaires. Une fois synthétisée, la VTG est acheminée par la 

circulation sanguine jusqu’aux ovaires. Après s’être fixée sur un récepteur spécifique (VTGR) 

situé à la surface de l’ovocyte, elle est internalisée par endocytose puis clivée par la 

cathepsine D en phosvitine (PV) et lipovitelline (LV) (Yoshizaki et Yonezawa, 1994). Les 
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endosomes fusionnent alors avec des corps multivésiculaires pour former des plaquettes 

vitellines insolubles, qui serviront de source d’énergie durant l’embryogenèse. La taille des 

plaquettes vitellines augmente durant la croissance de l’ovocyte. Elles se répartissent selon un 

gradient centripète et pôle animal-pôle végétatif : les plaquettes vitellines jeunes situées en 

périphérie ont un volume moins important que les plaquettes plus âgées qui se concentrent au 

pôle végétatif. 

 

 
Figure 7 : schématisation de la vitellogenèse chez le Xénope. 
1. L’hypothalamus sécrète la GnRH qui va stimuler l’hypophyse. 
2. L’hypophyse sécrète la FSH qui va stimuler les cellules folliculaires. 
3. Les cellules folliculaires sécrètent l’oestradiol qui va stimuler le foie. 
4. Les hépatocytes synthétisent la vitellogénine (VTG) 
5. La VTG est libérée dans le sang, transportée aux ovaires et se fixe sur son récepteur (VTGR) présent à la 
surface ovocytaire. 
6. Endocytose des complexes VTG/VTGR. 
7. Clivage de la VTG en phosvitine (PV) et lipovitelline (LV) 
8. Fusion des endosomes et recyclage des récepteurs. 
9. formation d’un gradient de plaquettes vitellines. 
 

2) Activité transcriptionnelle au cours de l’ovogenèse. 

 

Dès le stade II, les chromosomes adoptent une conformation particulière dite en 

écouvillon. Ces larges boucles appariées sont le siège d’une haute activité transcriptionnelle 

(Dumont, 1972). Cette activité est maximale au stade III-IV puis décroit au fur et à mesure 
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que les chromosomes se condensent. Au stade VI, l’activité transcriptionnelle est réduite de 

moitié par rapport au stade IV. 98% de l’activité transcriptionnelle de l’ovocyte consiste en la 

synthèse d’ARN ribosomiques (ARNr). Dès le stade I, les gènes ribosomiques sont amplifiés 

pour atteindre une quantité de 2.106 copies par ovocyte et entraînent l’apparition de nucléoles 

extra-chromosomiques contenant leur propre fragment d’ADNr (Perkowska et al., 1968). Au 

final, l’ovocyte de stade VI possède 1.1012 ribosomes qui vont se disposer selon un gradient 

inverse à celui du vitellus. 

Les 2% d’activité transcriptionnelle restante correspondent à la synthèse d’ARNm 

codant une trentaine de protéines importantes pour la détermination des feuillets 

embryonnaires et l’établissement de la lignée germinale (pour revue, voir King et al., 2005). 

Ces ARNm se répartissent spécifiquement le long de l’axe animal/végétatif et établissent la 

polarité antéro-postérieure du futur embryon. Certains de ces ARN, dont celui de la 

fibronectine ou de la sérine/thréonine kinase XPar-1, sont préférentiellement distribués au 

pôle animal (Oberman et Yisraeli, 1995 ; Ossipova et al., 2002) alors que d’autres vont être 

relocalisés au niveau du cortex végétatif dans des domaines subcellulaires spécialisés. Si peu 

d’informations existent concernant les mécanismes permettant la localisation des ARN au 

pôle animal, deux voies distinctes agissent séquentiellement et localisent au pôle végétatif une 

vingtaine d’ARNm (Forristal et al., 1995 ; Klock et Etkin, 1995). 

Durant l’ovogenèse, les ovocytes accumulent un grand nombre de mitochondries (1.105 

/ovocyte de stade VI). Dans les ovocytes de stade I, les mitochondries s’agrègent 

temporairement pour former un corps sphérique unique localisé à la périphérie du noyau 

appelé nuage mitochondrial ou corps de Balbiani. Les ARNm synthétisés précocement 

comme Xwnt11, Xcat2 ou DEADsouth (ARN hélicase homologue d’eIF4A) sont associés au 

nuage mitochondrial (Ku et Melton, 1993 ; Mosquera et al., 1993 ; MacArthur et al., 2000). A 

partir du stade II, le nuage mitochondrial se disperse et migre vers le cortex végétatif, 

entrainant avec lui les ARNm synthétisés par la voie précoce. Ces derniers s’accumulent au 

niveau du plasma germinatif (zone du cytoplasme contenant les déterminants de la lignée 

germinale) et forment la région METRO (« MEssage TRansport Organizer region »). 

Une autre voie, dite tardive, se met également en place pour permettre la localisation 

végétative d’autres ARNm impliqués cette fois dans la destinée des cellules somatiques (plus 

particulièrement dans le développement du mésoderme et de l’endoderme) comme Vg1 (un 

membre de la famille du TGFβ) ou VegT (un facteur de transcription de la famille T-box) 

(Zhang et al., 1998 ; Joseph et Melton, 1998). Au stade I, ces ARNm sont uniformément 

répartis dans le cytoplasme. Au stade II, ils s’associent au niveau d’un subdomaine du 
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reticulum endoplasmique puis, à partir du stade III, ils migrent pour s’ancrer au cytosquelette 

cortical. Des mécanismes de répression traductionnelle sont également mis en place pour 

éviter des expressions protéiques inappropriées d’un point de vue spatio-temporel. 

 

3) Autres événements de l’ovogenèse et caractéristiques de l’ovocyte de stade VI. 

 

Dès le stade III, des granules pigmentaires contenant de la mélanine se déposent 

uniformément au niveau du cortex de l’ovocyte. A partir du stade IV, ces pigments migrent 

pour occuper la partie corticale de l’hémisphère animal alors que l’hémisphère végétatif reste 

dépourvu de pigments. 

Des vésicules de sécrétion renfermant des glycoprotéines appelées granules corticaux 

s’accumulent également au cours de la croissance ovocytaire pour former une couche dense 

sous la membrane de l’ovocyte. A la fécondation, l’exocytose de ces granules permettra la 

formation de la membrane de fécondation, barrière tardive et définitive à la polyspermie. 

 

Au terme de l’ovogenèse, l’ovocyte de stade VI est donc une cellule polarisée selon un 

axe pôle animal-pôle végétatif (via l’établissement de 2 gradients : vitellin et ARNr/ARNm), 

de grande taille (1,3 mm ; d’un volume approximatif de 1 µL), possédant un hémisphère 

animal pigmenté. Le noyau appelé vésicule germinative (VG) est de très grande taille 

(d’environ 400 µm soit 40 à 50 fois la taille d’un noyau d’une cellule somatique). Il est  

excentré au pôle animal, renferme 18 paires de chromosomes (génome allotétraploïde) et 

environ 1500 nucléoles. L’ovocyte qui a accumulé un stock d’ARNm est dès lors compétent à 

poursuivre la méiose (Figure 8). 
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Figure 8 : représentation schématique d’une coupe méridienne d’ovocyte de stade VI. 

 

III. Reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope. 

 

La reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope est déclenchée par stimulation hormonale. 

D’un point de vue moléculaire, cette stimulation déclenche toute une série d’événements dit 

précoces qui aboutissent principalement à l’activation de deux voies de signalisation : la voie 

MAPK (« Mitogen Activated Protein Kinase ») mos/MEK1/Erk2 et la voie du MPF (« M-

phase Promoting Factor »), facteur universel d’entrée en phase M. Ces voies contrôleront les 

différents événements morphologiques survenant dans l’ovocyte au cours de la maturation. 

 

1) Stimulation de la reprise méiotique. 

 

Plusieurs types de stimuli peuvent induire la reprise méiotique dans les ovocytes de 

Xénope. 

 

a)  Les hormones stéroïdes. 

 

Chez les amphibiens, les gonadotropines synthétisées par l’hypothalamus stimulent la 

production d’hormone lutéinisante (LH) par l’hypophyse aboutissant à la production de 

stéroïdes, pregnelonone et progestérone par les cellules folliculaires entourant l’ovocyte 

(Fortune et al., 1975 ; Thibier-Fouchet et al., 1976). Si la progestérone est considérée comme 
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l’inducteur naturel de la reprise méiotique, d’autres stéroïdes sont capables de provoquer la 

maturation in vitro comme l’androstènedione et la testostérone, deux hormones androgènes 

(Blondeau et Baulieu, 1984 ; Lutz et al., 2001). En réalité, il semble que ces androgènes 

soient les médiateurs dominants de la reprise méiotique puisqu’ils sont retrouvés en quantité 

abondante dans le sérum et les ovaires de femelles stimulées par des gonadotropines, alors 

que la progestérone reste indétectable (Lutz et al., 2001). Cette dernière observation 

s’explique par l’existence, dans l’ovocyte, d’une 17,20-lyase, CYP17 qui métabolise 

rapidement la progestérone en androstènedione (Yang et al., 2003). 

 

b) Les récepteurs aux stéroïdes. 

 

L’identification des récepteurs aux stéroïdes dans les ovocytes de Xénope est longtemps 

restée énigmatique. Plusieurs observations ont montré que ces récepteurs devaient être 

membranaires et non pas nucléaires comme c’est habituellement le cas. Premièrement, des 

stéroïdes fixés sur des polymères, incapables de pénétrer dans l’ovocyte, provoquent la 

maturation (Godeau et al., 1978) alors que l’injection de stéroïdes dans l’ovocyte ne 

déclenche pas la reprise méiotique (Jacobelli et al., 1974). Deuxièmement, des sites de 

fixation aux stéroïdes de haute affinité ont été détectés dans des préparations membranaires 

(Liu et Patiño, 1993 ; Lutz et al., 2000). Troisièmement, l’ovocyte est capable de reprendre la 

méiose en présence d’actinomycine D, un inhibiteur de la transcription ce qui démontre que la 

progestérone agit via une voie non génomique (Masui et Markert, 1971 ; Lutz et al., 2003). 

Deux familles de récepteurs à la progestérone (PR) contribueraient à la reprise 

méiotique chez les amphibiens (Figure 9). Deux membres de la famille des PR « classiques » 

intracellulaires, xPR-1 et xPR-2, ont été clonés chez le Xénope (Tian et al., 2000 ; Bayaa et 

al., 2000). La modulation des niveaux de ces deux récepteurs (par surexpression ou par 

oligonucléotides antisens) modifie la sensibilité des ovocytes à la progestérone (Tian et al., 

2000 ; Bayaa et al., 2000). L’ajout d’un signal de palmitoylation et de myristoylation (deux 

signaux d’adressage des protéines à la face interne de la membrane plasmique) sur les xPR 

accélère la maturation stimulée par la progestérone (Martinez et al., 2006). 5 à 10% des xPR 

s’associent à la membrane ovocytaire et peuvent être co-purifiés avec Erk2 et la PI3K 

(Bagowski et al., 2001). Cette association membranaire se fait par l’intermédiaire du domaine 

de fixation au ligand alors que la partie N-terminale du récepteur est cytosolique (Martinez et 

al., 2007).  
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Des membres d’une nouvelle famille de récepteurs membranaires aux stéroïdes 

présentant de faibles homologies avec la famille des récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires couplés aux protéines G ont également été identifiés chez le Xénope (Zhu 

et al., 2003). L’injection d’anticorps dirigés contre ces PR membranaires (XmPR) inhibe la 

maturation stimulée par la progestérone alors que l’injection d’ARNm Myc-XmPR accélère la 

reprise méiotique (Josefsberg Ben-Yehoshua et al., 2007). La présence de ces deux types de 

récepteurs suggère l’activation de différentes voies de signalisation en réponse à la 

stimulation par la progestérone (Maller, 2003). 

D’autres travaux ont montré que les récepteurs aux androgènes (AR) participeraient 

également à la reprise méiotique. En effet, ces AR sont capables de s’associer à la membrane 

ovocytaire et le traitement des ovocytes à la flutamide, un antagoniste de ces AR, ou 

l’inhibition de leur expression par ARN interférent, diminue le pourcentage de maturation 

stimulée par les androgènes in vitro (Lutz et al., 2001 ; 2003). Evaul et al. ont par ailleurs 

démontré que la progestérone se liait à la fois sur les PR et les AR avec une haute affinité 

alors que les androgènes ne sont capables de se fixer aux PR qu’à de fortes concentrations 

(Evaul et al., 2007). 

 
Figure 9 : stimulation de la reprise méiotique par les stéroïdes dans l’ovocyte de Xénope. 
Les gonadotropines synthétisées par l’hypothalamus stimulent l’hypophyse. La sécrétion de l’hormone 
lutéinisante (LH) par cette dernière provoque la synthèse de progestérone (PG) par les cellules folliculaires. Dans 
l’ovocyte, la PG est rapidement métabolisée en androstènedione (AD) par la 17,20-lyase CYP17. La PG peut se 
fixer soit sur son récepteur « classique » xPR relocalisé à la membrane, soit sur son récepteur à 7 domaines 
transmembranaires XmPR, mais aussi sur les récepteurs aux androgènes (AR) pour déclencher différentes voies 
de signalisation concourant à la reprise méiotique. 
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c)  L’insuline et l’IGF1. 

 

Outre les stéroïdes, l’insuline et l’IGF1 (« Insulin-like Growth Factor 1 ») peuvent 

déclencher la reprise méiotique in vitro uniquement et selon une cinétique plus lente qu’en 

présence de progestérone (El-Etr et al., 1979, Maller et Koontz, 1981) et au travers d’une 

liaison à un récepteur transmembranaire à l’IGF1 (Hainaut et al., 1991 ; Janicot et al., 1991 ; 

Zhu et al., 1998). Dans ce cas, deux voies prépondérantes sont activées par l’insuline et 

l’IGF1 : la voie PI3K/Akt et la voie p21Ras/MAPK..  

 

2) Evènements morphologiques de la reprise méiotique. 

 

La ségrégation du matériel génétique nécessite d’importants remaniements du noyau et 

du cytosquelette de l’ovocyte : un fuseau de division se forme sur lequel s’ancreront les 

chromosomes. 

 

a) Rupture de l’enveloppe nucléaire (GVBD, Germinal Vesicle BreakDown). 

 

 Le premier événement de la reprise méiotique est la rupture de l’enveloppe nucléaire ou 

GVBD pour Germinal Vesicle BreakDown. Cette rupture commence à la base de la vésicule 

germinative. Dans le même temps où elle se rompt, la vésicule germinative migre au pôle 

animal de l’ovocyte (Figure 10). Cette migration de la VG entraîne l’apparition d’une 

dépigmentation locale du pôle animal appelée tache de maturation (Figure 11). 
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Figure 10 : événements cytologiques associés à la reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope (d’après 
Hausen et Riebesell, 1991). 
1. Ovocyte immature présentant une vésicule germinative (VG) intacte. 
2. Rupture de l’enveloppe nucléaire à la base de la VG. 
3. L’enveloppe nucléaire montre des signes de désorganisation. 
4. La VG se rétrécit et migre vers le pôle animal. 
5. La VG a pratiquement disparu. Les chromosomes sont condensés. 
6. Ovocyte mature. 
 

 
Figure 11 : photographies d’ovocytes immatures et matures de Xenopus laevis  vus par le pôle animal. 
La reprise méiotique est facilement observable par l’apparition d’une tache de maturation au pôle animal de 
l’ovocyte. 
 

b) Organisation et formation du fuseau de division méiotique. 

 

Simultanément à la GVBD, un réseau de microtubules transitoires (TMA : « Transient 

Microtubule Array) s’organise à la face inférieure de la vésicule germinative à partir d’un 

centre organisateur des microtubules (MTOC : « MicroTubule Organizing Center »). Ce 

complexe MTOC-TMA migre ensuite rapidement vers le pôle animal en association avec les 

chromosomes (Huchon et al., 1981a ; Gard, 1992). 

Quatre étapes sont alors nécessaires pour former à la fois le fuseau de métaphase I et de 

métaphase II (Gard, 1992) qui, dans le cas de la méiose, s’effectue en l’absence de centrioles 

et de centrosome (Huchon et al., 1981a) : le complexe MTOC-TMA se condense d’abord 
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pour former un agrégat compact de microtubules et de chromosomes  puis se réorganise en un 

court fuseau bipolaire. Durant la prométaphase, ce fuseau, alors orienté transversalement, 

s’allonge, puis pivote pour s’orienter selon un axe pôle animal/pôle végétatif pour enfin 

s’ancrer au cortex de l’ovocyte par un de ses pôles (Figure 12). L’assemblage correct du 

fuseau de division est primordial pour assurer une parfaite ségrégation du matériel génétique. 

 

 

 
Figure 12 : organisation des microtubules et du fuseau de division durant la méiose de l’ovocyte de 
Xénope. 
Adapté de : http://www.biology.utah.edu/gard/HTML/Oogenesis/Maturation_body.html. 
Le TMA se forme à partir du MTOC. Le complexe MTOC-TMA migre au pôle animal emportant avec lui les 
chromosomes condensés. Ce complexe sert de précurseur au premier fuseau de division. D’abord, il se condense, 
puis il établit un axe bipolaire avant de s’allonger et de s’orienter transversalement à l’axe pôle animal-pôle 
végétatif et de s’ancrer au cortex. Après émission du 1er globule polaire, les chromosomes ne se décondensent 
pas et l’enveloppe nucléaire ne se reforme pas. Un deuxième fuseau de division se forme alors de la même 
manière que lors de la méiose I. Au terme de la maturation, l’ovocyte reste bloqué en métaphase II.  

 

Les microtubules sont des structures polarisées formées par l’assemblage de 12 à 15 

protofilaments. Chaque protofilament résulte de l’association de dimères de tubulines α et β. 

La nucléation des microtubules à partir du MTOC est un processus dynamique au cours 

duquel ont lieu en permanence des phénomènes de polymérisation (à l’extrémité (+)) et de 

dépolymérisation (à l’extrémité (-)) des dimères de tubulines. Les mécanismes moléculaires 

régulant la formation des microtubules du fuseau méiotique ne sont pas entièrement compris. 
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Néanmoins, plusieurs protéines jouant un rôle dans ce processus ont été identifiées chez le 

Xénope. 

 

α. Les protéines associées aux microtubules (MAP, « Microtubule 

Associated Proteins »). 

 

Les MAP sont des protéines de liaison à la tubuline qui régulent la stabilité des 

microtubules. Chez le Xénope, trois protéines appartenant à cette famille nommées XMAP 

pour « Xenopus Microtubule Asssociated Proteins » sont impliquées dans la stabilisation des 

microtubules : XMAP215 (Vasquez et al., 1994 ; Becker et al., 2003 ; Brouhard et al., 2008), 

XMAP230 (Andersen et al., 1994 ; Cha et al., 1998) et XMAP310 (Andersen et Karsenti, 

1997). Ces protéines agissent selon un mode d’action différent : XMAP230 réduit la 

fréquence de dépolymérisation alors que XMAP310 augmente la fréquence de polymérisation 

(Andersen et Karsenti, 1997). XMAP215 agit de manière antagoniste avec XKCM1, une 

protéine de la famille des kinésines et déstabilisatrice des microtubules, pour réguler 

l’assemblage des microtubules (Becker et al., 2003). XMAP215 permet leur assemblage via 

une activité polymérasique. En effet, elle catalyse directement l’addition de 25 dimères de 

tubuline sur le microtubule en croissance (Brouhard et al., 2008).  

 

β. Les « petites » protéines  G. 

 

Les petites protéines G (ou petites GTPases) forment une superfamille de protéines 

« interrupteurs » essentielles à la transduction du signal, à l'organisation du cytosquelette et au 

transport cellulaire. Leur forme active, liée au GTP, interagit avec des partenaires cellulaires 

appelés « effecteurs » auxquels elles transmettent un signal d'action. Ces GTPases contrôlent 

également l’assemblage des microtubules lors de la mitose (pour revue voir Zheng, 2004). 

Chez le Xénope, trois membres de cette superfamille joue un rôle dans la formation et la 

migration du fuseau, dans son ancrage au cortex et dans l’extrusion du premier globule 

polaire : Ran, Cdc42 et RhoA (Dumont et al., 2007 ; Ma et al., 2006).  

Dans les cellules somatiques, un gradient de Ran s’établit lors de la mitose aboutissant à 

une forte concentration de la protéine sous sa forme active liée au GTP autour des 

chromosomes. Ran-GTP contribue alors à la formation des microtubules en libérant des 

facteurs d’assemblage, jusqu’alors séquestrés par les importines, dans le voisinage des 

chromosomes (Figure 13) (pour revue, voir Clarke et Zhang, 2008). Chez le Xénope, 
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l’existence d’un tel gradient de Ran-GTP a été mis en évidence et des expériences de 

modulation des niveaux de Ran-GTP dans l’ovocyte ont montré que cette GTPase régulait la 

formation du fuseau de métaphase II mais pas de métaphase I (Dumont et al., 2007). 

Par ailleurs, Ma et al. ont montré que l’inhibition de cdc42 empêchait l’extrusion du 

premier globule polaire et que RhoA régulait la migration et l’ancrage au cortex du fuseau de 

première division de méiose (Ma et al., 2006). 

 

 
Figure 13 : libération de facteurs d’assemblage des microtubules par Ran. (D’après Clarke et Zhang 
2008). 
La génération de RanGTP à partir de RanGDP par l’action de RCC1 (« Regulation of Chromosomes 
Condensation 1 »), un facteur d’échange de guanine-nucléotide localisé sur les chromosomes, entraîne une 
accumulation de RanGTP dans le voisinage des chromosomes. Au fur et à mesure que l’on s’éloigne de ceux-ci, 
Ran hydrolyse le GTP et est donc inactivé. L’activité GTPasique intrinsèque de Ran est stimulée par RanGAP1 
(« Ran GTPase Activating Protein 1 »). Aux alentours des chromosomes, RanGTP stimule la libération de 
facteurs d’assemblage des microtubules (FAM) séquestrés par les importines α et β via leur signal de 
localisation nucléaire (NLS, « Nuclear Localisation Signal »). 
 

χ. Rôle des microfilaments d’actine. 

 

Les microfilaments d’actine (actine-F) vont également participer à la régulation de la 

formation, de la migration et de l’ancrage du fuseau de division. 

Dans les ovocytes de stade VI, l’actine s’étend de la vésicule germinative au cortex 

animal et forme un réseau tridimensionnel entourant les plaquettes vitellines dans le 

cytoplasme végétatif (Roeder et Gard, 1994). Lors de la reprise méiotique, l’actine F se 

concentre à la base du MTOC-TMA et des marquages à la phalloïdine-rhodamine ont 
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également révélé une forte concentration d’actine au niveau du site d’ancrage au cortex du 

fuseau de méiose I (Gard et al., 1995). Dans cette étude, les auteurs ont montré qu’un 

traitement des ovocytes à la cytochalasine B (un inhibiteur de la polymérisation de l’actine) 

perturbait la formation du MTOC-TMA mais n’empêchait pas la migration du fuseau vers la 

membrane ovocytaire. En revanche, la cytochalasine B empêche le mouvement de rotation du 

fuseau au niveau du cortex. Récemment, un rôle crucial de la myosine 10 dans la formation et 

l’ancrage du fuseau méiotique a été mis en évidence chez le Xénope (Weber et al., 2004). Ces 

travaux ont en effet démontré que ce moteur protéique, normalement impliqué dans la 

contraction musculaire, était capable de s’associer aux microtubules in vitro et in vivo et qu’il 

se concentrait dans la région où le fuseau s’associe avec le cortex riche en actine F. De plus, 

l’inactivation de la myosine 10 (par dominant-négatif ou injection d’anticorps) provoque des 

défauts d’assemblage des microtubules, empêche l’association de l’actine F au fuseau ainsi 

que l’ancrage de ce dernier. 

 

Au terme de la maturation, le premier globule polaire a été expulsé et l’ovocyte est 

bloqué en métaphase II (Figure 14). In vivo, les ovocytes matures sont libérés des cellules 

folliculaires dans la cavité péritonéale à partir de laquelle ils sont transportés dans l’oviducte 

pour être pondus. En passant dans l’oviducte, la gangue se dépose et un certain nombre de 

modifications au niveau de la membrane plasmique prépare l’ovocyte à son changement de 

milieu. La fécondation permettra d’achever la deuxième division de méiose et déclenchera le 

développement embryonnaire. 

 

 
Figure 14 : l’ovocyte mature de Xénope est bloqué en métaphase II. 
Les chromosomes condensés sont alignés en plaque équatoriale sur le fuseau de métaphase II (1). Le premier 
globule polaire (2) se situe dans une encoche entre la membrane plasmique et l’enveloppe vitelline. 
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3) Evènements précoces de la reprise méiotique. 

 

a) Inhibition de l’adénylate cyclase, chute du niveau d’AMPc et inhibition de la 

PKA. 

 

Dans les minutes qui suivent la stimulation hormonale, l’activité de l’adénylate cyclase, 

l’enzyme permettant la synthèse d’AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique) à partir 

d’ATP (Adénosine TriPhosphate), diminue de moitié (Finidori-Lepicard et al., 1981, Sadler et 

Maller, 1981) ce qui entraîne une chute de l’ordre de 20% du taux d’AMPc intracellulaire 

(Mulner et al., 1979 ; Smith, 1989). Cette diminution d’AMPc engendre alors une inactivation 

de la PKA (Protéine Kinase dépendante de l’AMPc) 30 à 60 minutes après la stimulation 

hormonale (Wang et Liu, 2004 ; Wang et al., 2006). Les PKA sont des protéines 

tétramériques constituées de deux sous-unités catalytiques (C) et de deux sous unités 

régulatrices (R). Sous sa forme tétramérique, la PKA est inactive. La fixation de l’AMPc sur 

les sous-unités régulatrices entraîne la libération des sous-unités catalytiques qui vont alors 

phosphoryler leurs protéines cibles (Figure 15). De nombreux travaux prouvent que cette 

inhibition précoce de l’adénylate cyclase, et l’inactivation de la PKA, est nécessaire et 

suffisante à la reprise méiotique. 

Des agents activateurs de l’adénylate cyclase comme les méthylxanthines inhibent la 

reprise méiotique (O’Connor et Smith, 1976) alors que l’injection d’une forme « dominant-

négatif » de l’adénylate cyclase xAC7 provoque des maturations spontanées et accélère la 

maturation induite par la progestérone (Sheng et al., 2005). De même, l’injection d’une sous 

unité catalytique constitutivement active de la PKA inhibe la reprise méiotique stimulée par la 

progestérone alors que l’injection d’un inhibiteur de PKA (PKI) ou de la sous-unité 

régulatrice induit la maturation indépendamment de toute stimulation hormonale (Maller et 

Krebs, 1977). 

 

α. Importance des protéines G hétérotrimériques. 

 

Dans la cellule, l’activation de l’adénylate cyclase est sous le contrôle de récepteurs 

couplés aux protéines G hétérotrimériques (formées de trois sous-unités : Gα,Gβ,Gγ). 

L’activité de l’adénylate cyclase est régulée par deux types de ces protéines G: elle est activée 

si elle fixe la protéine Gs (G stimulatrice) (Figure 15) et inhibée si elle fixe la protéine Gi (G 

inhibitrice). Plusieurs études suggèrent que les voies de signalisation déclenchées à la fois par 
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les protéines Gα et Gβγ jouent un rôle crucial dans le maintien de l’arrêt en prophase (Figure 

16).  

 

 
Figure 15 : activation de l’adénylate cyclase et de la PKA. 
Après stimulation hormonale, le récepteur s’associe à la protéine Gs. Le GTP se substitue alors au GDP sur 
Gsα qui se dissocie du complexe Gβγ. Gsα s’associe à l’adénylate cyclase, ce qui provoque la synthèse 
d’AMPc. La fixation de 4 molécules d’AMPc sur les 2 sous-unités régulatrices (R) de la PKA, libère et active les 
2 sous-unités catalytiques (C).  
 

L’injection d’anticorps anti-Gsα ou d’oligonucléotides antisens provoque la reprise 

méiotique en absence de stimulation hormonale (Gallo et al., 1995; Romo et al., 2002) alors 

que la surexpression de la sous-unité Gα sauvage ou d’une forme constitutivement active 

empêche la reprise méiotique stimulée par la progestérone (Romo et al., 2002). Les protéines 

G ne sont actives que sous une forme liée au GTP. L’injection de l’ARNm de xRic-8, une 

protéine de la famille GEF (« Guanine Exchange factor ») qui stimule l’addition de GTP sur 

la sous-unité Gα, inhibe la maturation stimulée par la progestérone alors que l’utilisation 

d’ARNi visant à bloquer l’expression de cette enzyme induit des maturations spontanées ce 

qui suggère que xRic-8 participerait au maintien de l’activité de l’adénylate cyclase en 

prophase I (Romo et al., 2008). La surexpression de Gβ1 seule ou associée à Gγ2 bloque la 

maturation induite par la progestérone (Lutz et al., 2000 ; Sheng et al., 2001) alors que 

l’injection d’une forme mutante de Gβ1 incapable d’activer l’adénylate cyclase n’empêche 
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pas la reprise méiotique (Sheng et al., 2005). De plus, la séquestration des sous-unités Gβγ 

endogènes déclenche des maturations en absence de stimulation hormonale ou accélère la 

maturation stimulée par la progestérone (Lutz et al., 2000 ; Sheng et al., 2001). 

Récemment, deux membres de la famille des récepteurs couplés aux protéines G : GPRx 

et XGPR3 ont été clonés chez le Xénope par deux équipes indépendantes (Rios-Cardona et 

al., 2008 ; Deng et al., 2008). Ces récepteurs seraient constitutivement activés et  

contribueraient ainsi au maintien de l’arrêt en prophase I. La modulation des niveaux de 

GPRx perturbe la reprise méiotique stimulée par la progestérone (Rios-Cardona et al., 2008). 

La surexpression de XGPR3 augmente les quantités d’AMPc via des mécanismes dépendant 

des protéines Gβγ et inhibe la maturation in vitro et in vivo (Deng et al., 2008). De manière 

intrigante, les auteurs ont également montré que les métalloprotéinases clivaient XGPR3 in 

vivo après stimulation par des gonadotropines et que l’induction de ce clivage par un 

traitement des ovocytes à la collagénase potentialisait la reprise méiotique stimulée par la 

progestérone. 

 

β. Cibles de la PKA lors de la reprise méiotique ? 

 

Le lien existant entre l’inhibition de la PKA et l’activation du MPF lors de la reprise 

méiotique, et plus particulièrement les cibles directes de la PKA sont peu connus. Néanmoins, 

plusieurs études montrent que l’inhibition de la PKA conduirait dans un premier temps à la 

synthèse d’une ou plusieurs protéines essentielles à l’activation de cdc2 (Huchon et al., 

1981b ; Daar et al., 1993 ; Matten et al., 1994 ; Wang et Liu, 2006) et permettrait dans un 

second temps le maintien de l’activité du MPF indépendamment de la synthèse protéique 

(Rime et al., 1992 ; 1994 ;  Duckworth et al., 2002 ; Wang et Liu, 2006). 

La réactivation artificielle de PKA avant l’activation du MPF empêche la maturation 

stimulée par la progestérone alors qu’elle n’a aucun effet si la réactivation est provoquée 

après l’activation du MPF (Wang et al., 2006). L’injection d’une sous-unité catalytique de la 

PKA (PKAc) empêche la reprise méiotique stimulée par injection de la protéine p39Mos alors 

qu’elle n’a pas d’effet sur la reprise méiotique induite par la microinjection d’extraits de MPF 

(Daar et al., 1993). L’injection de PKAc empêche la traduction de la protéine p39Mos 

stimulée par la progestérone (Matten et al., 1994). 

La PKA régulerait également la phosphorylation inhibitrice du résidu de tyrosine 15 de 

cdc2. Un traitement par des agents provoquant une augmentation des niveaux intracellulaires 
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d’AMPc provoquent une rephosphorylation de la tyrosine 15 de cdc2 dans des ovocytes 

stimulés par injection de cycline B ou injection de cdc25 (Rime et al., 1992 ; 1994). Enfin, 

Duckworth et al. (2002) ont montré que la phosphatase Cdc25 était une cible directe de la 

PKA. La phosphorylation de cdc25 sur la sérine 287 par PKA provoque sa séquestration 

cytosolique par la protéine 14-3-3 et semble être primordiale pour l’arrêt en prophase I 

puisque un mutant Cdc25 non phosphorylable sur la sérine 287 inhibe la capacité de PKA à 

maintenir l’ovocyte bloqué en prophase I. 

 

 
Figure 16 : l’inhibition de la PKA conduit à la reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope. 
A. Dans l’ovocyte de stade VI, l’activité de l’adénylate cyclase est maintenue grâce à un récepteur couplé à une 
protéine  G stimulatrice (Gs) constitutivement actif, alors que le récepteur couplé à la protéine G inhibitrice (Gi) 
est inactif. Le taux d’AMPc intracellulaire reste élevé, la PKA est active et va phosphoryler des cibles 
responsables du maintien de l’arrêt en prophase I. 
B. Sous l’effet de la progestérone, le récepteur couplé à la protéine Gs serait clivé par des métalloprotéinases 
alors que le récepteur couplé à la protéine Gi serait activé induisant une inhibition de l’adénylate cyclase et donc 
une chute du taux d’AMPc dans l’ovocyte. L’inactivation de la PKA permet alors la synthèse d’une ou plusieurs 
protéines essentielles à l’activation de cdc2, dont mos, et participe au maintien de l’activité du MPF 
indépendamment de la synthèse protéique notamment par déphosphorylation de cdc25. 
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b) La phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). 

 

La phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) catalyse la phosphorylation du PIP2 

(phosphatidylinositol 4, 5 bisphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol 3, 4, 5 triphosphate). 

La PI3K est un hétérodimère constituée d’une sous-unité catalytique (p110) et d’une sous-

unité régulatrice (p85) capable d’activer la protéine kinase B (Akt/PKB). En effet, la liaison 

d’Akt/PKB au PIP3 provoque sa translocation à la membrane plasmique. Akt est alors 

phosphorylée par la PDK1 (« phosphatidylinositol dependent protein kinase 1 ») et activée. 

Cette voie de signalisation « PI3K/Akt » régule de nombreux processus cellulaires, en 

particulier la prolifération et l’apoptose et elle est dérégulée dans de nombreux cancers (pour 

revue voir Martelli et al., 2007). 

En réponse à la progestérone, la PI3K est activée (Muslin et al., 1993a). De plus, la 

forme active de la PI3K s’associe au récepteur classique à la progestérone (XPR) (Bagowski 

et al., 2001) ce qui suggère une implication de l’enzyme dans la maturation ovocytaire.  

L’injection de formes constitutivement actives de la PI3K provoque la GVBD en 

absence de stimulation hormonale (Deuter-Reinhard et al., 1997 ; Hehl et al., 2001, Mood et 

al., 2004). L’expression de la PI3Kγ provoque la phosphorylation d’Akt/PKB et de 

p42MAPK et son action sur la GVBD semble être dépendante de son activité lipide kinase 

(Hehl et al., 2001). L’injection de l’ARNm d’Akt/PKB suffit également à induire la reprise 

méiotique et est associée à une augmentation de l’activité de l’AMPc phosphodiestérase 

(PDE), enzyme responsable de la conversion de l’AMPc en AMP (Andersen et al., 1998). Ces 

résultats suggèrent donc que l’activation de la voie « PI3K/Akt » au cours de la reprise 

méiotique contribuerait à l’inhibition précoce de la PKA (Figure 17). Cependant les travaux 

concernant l’importance de cette enzyme dans le contrôle de la reprise méiotique aboutissent 

à des résultats contradictoires et tendent à démontrer que la PI3K ne jouerait qu’un rôle 

modeste au cours de la maturation stimulée par la progestérone. 

L’injection d’un mutant de la PI3K adressé à la membrane plasmique ou d’un mutant de 

la protéine H-ras capable d’activer de manière constitutive la PI3K sont tout deux incapables 

de déclencher la GVBD en absence de stimulation hormonale (Gaffré et al., 2006). Pour 

certains auteurs, l’injection d’une forme « dominant-négatif » de la PI3K inhibe la maturation 

induite par la progestérone (Muslin et al., 1993a) alors que pour d’autres un tel effet n’est 

jamais observé (Mood et al., 2004). De plus, des inhibiteurs de la PI3K comme la 

wortmannine ou le LY294002 bloquent la reprise méiotique uniquement stimulée par 

l’insuline (Liu et al., 1995, Lopez-Hernandez et Santos, 1999) alors qu’elle n’engendre qu’un 
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retard de la maturation stimulée par la progestérone (Bagowski et al., 2001 ; Hehl et al., 2001, 

Mood et al., 2004 ; Gaffré et al., 2006). De la même façon, l’inositol phosphatase SIP/SHIP 

(« Signaling Inositol Phosphatase/SH2 containing Inositol Phosphatase ») bloque la 

maturation induite par l’insuline ou la PI3K mais pas par la progestérone (Deuter-Reinhard, 

1997) et l’inhibition d’Akt/PKB ne provoque que 30% d’inhibition de la maturation stimulée 

par la progestérone alors que l’inhibition est totale si les ovocytes sont traités à l’insuline 

(Andersen et al., 2003). 

 
Figure 17 : implication de la PI3K dans la reprise méiotique stimulée par la progestérone. 
La génération de PIP3 grâce à l’activation de la PI3K permet l’activation de la protéine kinase Akt/PKB. Cette 
dernière conduit à l’activation de la phosphodiestérase (PDE) contribuant ainsi à la chute du taux d’AMPc et à 
l’inhibition de la PKA nécessaire à la reprise méiotique. 
 

4) Contrôle de la traduction par la polyadénylation cytoplasmique.  

 

L’incubation des ovocytes de Xénope en présence d’inhibiteurs de transcription 

(actinomycine D) ou de traduction (cycloheximide) a révélé que la reprise méiotique  est 

indépendante de la transcription mais qu’elle nécessite en revanche la traduction de certains 

ARNm maternels dans les étapes qui précèdent l’apparition de l’activité du MPF (Reynhout et 

Smith, 1974 ; Wasserman et Masui, 1975). La régulation de la traduction de ces ARNm est 

finement contrôlée d’un point de vue spatial et temporel. La polyadénylation des ARNm 

maternels apparaît comme un processus essentiel aux mécanismes de régulation 

traductionnelle. 

Dans l’ovocyte immature, les ARNm sont stockés avec une queue poly(A) courte de 20 

à 40 nucléotides, ce qui réprime leur traduction. Ces ARNm sont dit « masqués » ou 
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dormants. Lors de la reprise méiotique, la queue poly(A) de certains ARNm dormants, dont 

p39Mos, les cyclines A1, B1 et B2, la kinase Wee1 ou encore RINGO/speedy (Rapid INducer 

of G2-M in Oocyte), un activateur de cdc2, s’allonge jusque 80 à 250 nucléotides et ils 

deviennent alors traductibles (Sheets et al., 1995 ; Stebbins-Boaz et al., 1996 ; Charlesworth 

et al., 2000, Padmanabhan et Richter, 2006). 

 

a) Formation et régulation du complexe de polyadénylation. 

 

La reconnaissance de ces ARNm par la machinerie de polyadénylation est permise par 

le complexe de polyadénylation. Ce complexe se fixe sur l’ARNm dormant via deux 

séquences particulières : l’élément de polyadénylation cytoplasmique (CPE, « Cytoplasmic 

Polyadenylation Element ») dont le consensus est U5AU (Mc Grew et al., 1989) et le signal 

de polyadénylation A2UA3 (Fox et al., 1989). Le complexe de polyadénylation est constitué 

de 4 protéines : la protéine CPEB (« Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding protein ») 

qui se fixe sur le CPE (Hake et Richter, 1994 ; Stebbins-Boaz et al., 1996), le facteur CPSF 

(« Cleavage and Poly(A) Specificity Factor ») qui s’associe avec CPEB (Dickson et al., 

1999 ; Mendez et al., 2000a), la protéine d’échafaudage symplekine (Hofmann et al., 2002) 

ainsi que la poly(A) polymérase xGld2 (« xenopus Germ-line development factor 2 ») 

(Barnard et al., 2004). Ce complexe CPEB-CPSF-Symplekine-xGld2 est déjà fixé sur les 

ARNm dormants dans l’ovocyte immature (Barnard et al., 2004) mais il serait maintenu 

inactif grâce à la fixation de la poly(A) ribonucléase PARN, une enzyme de déadénylation, 

sur le complexe (Kim et Richter, 2006). Au cours de la reprise méiotique, la phosphorylation 

de CPEB sur la sérine 174 renforcerait son association au complexe de polyadénylation et 

surtout permettrait l’éjection de la PARN de celui-ci autorisant alors l’élongation de la queue 

poly(A) (Mendez et al., 2000a  ; 2000b ; Kim et Richter, 2006). L’identité de la kinase 

responsable de la phosphorylation de la Ser174 de CPEB est un sujet de controverse. Pour 

certains auteurs, il s’agirait de la kinase Aurora A (encore appelée Eg2) (Mendez et al., 

2000a ; 2000b). Cependant, l’inhibition ou la déplétion de Eg2 n’empêche pas la 

phosphorylation de CPEB (Keady et al., 2007).  

La Maskine, une protéine qui s’associe à la fois avec CPEB et avec le facteur 

d’initiation de la traduction eIF4E au niveau de la coiffe en 5’ des ARNm (Stebbin-Boaz et 

al., 1999) contrôle également la traduction. Lorsque la queue poly(A) est courte, la Maskine 

reste associée à CPEB et à eIF4E. La phosphorylation de CPEB et l’élongation de la queue 

poly(A) permettent alors la fixation de la protéine PABP (« Poly(A) Binding Protein ») sur 
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celle-ci (Cao et Richter, 2002) et libère la Maskine de sa fixation à eIF4E permettant donc la 

traduction (Richter et Sonenberg, 2005) (Figure 18). 

 
Figure 18 : activation de la polyadénylation cytoplasmique au cours de la reprise méiotique. 
Dans l’ovocyte immature, le complexe de polyadénylation CPEB-CPSF-symplekine-xGld2 est déjà fixé sur les 
ARNm contenant une séquence CPE dans leur région 3’UTR. Cependant, la déadénylase PARN empêche 
l’élongation de la queue polyA. La Maskine interagit avec CPEB et eIF4E, bloquant ainsi toute traduction. Lors 
de la reprise méiotique, la phosphorylation de CPEB entraine un réarrangement du complexe de polyadénylation 
qui aboutit à l’éjection de la PARN et de la Maskine. xGld2 peut alors jouer son rôle de poly(A)-polymérase. 
PAPB se fixe alors sur la queue poly(A) permettant ainsi de recruter eIF4G, eIF4A et d’activer la machinerie 
traductionnelle. 
 

 

b) Régulation temporelle de la polyadénylation. 

 

Lors de la reprise méiotique, tous les ARNm dormants ne sont pas activés en même 

temps. Il existe deux types d’ARNm : des ARNm de classe I (par exemple, p39Mos) dont la 

polyadénylation est précoce et les ARNm de classe II (par exemple, la cycline B1) dont la 

polyadénylation est plus tardive. Les ARNm de classe I sont activés bien avant la GVBD, 

l’activation du MPF, indépendamment de la synthèse de p39Mos. Les ARN de classe II quant 

à eux sont activés après la GVBD et dépendent de l’activité du MPF et de p39Mos (Barkoff et 

al., 1998; de Moor et Richter, 1999 ; Charlesworth et al., 2002). 

CPEB jouerait un rôle crucial dans la régulation de la polyadénylation précoce des 

ARNm de classe I puisque l’injection d’anticorps anti-CPEB ou d’une forme dominant-
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négatif de la protéine bloque la polyadénylation de p39Mos ainsi que la GVBD (Stebbins-

Boaz, 1996 ; Mendez et al., 2000b). Une autre séquence en cis de la région 3’UTR, PRE 

(« Polyadenylation Response Element ») serait également importante pour la régulation de la 

polyadénylation précoce de p39Mos et dépendrait de l’activation de MAPK (Charlesworth et 

al., 2002). De plus, Charlesworth et al., (2006) ont démontré que la liaison de la protéine 

Musashi sur ce PRE régule également la polyadénylation des ARNm de classe I 

indépendamment de CPEB, cependant son action reste à préciser.  

La polyadénylation cytoplasmique tardive est quant à elle essentielle à la transition 

méiose I-méiose II (Mendez et al., 2002). Les ARNm de classe II possèdent souvent un CPE 

qui se superpose au signal de polyadénylation et dont la séquence consensus est U4A2UA3 (de 

Moor et Richter, 1997). Avant la GVBD et l’activation du MPF, il existerait un « pool » de 

CPEB libre capable de se fixer sur ce CPE/signal de polyadénylation. Après la GVBD,  la 

phophorylation de CPEB par cdk1 et Plx1 provoque son ubiquitinylation et sa dégradation par 

le protéasome. Le complexe de polyadénylation peut alors se fixer sur le CPE/signal de 

polyadénylation (Mendez et al., 2002, Setoyama et al., 2007). 

 

5) le MPF : M-phase Promoting Factor. 

 

Les expériences pionnières de Masui et Markert, (1971) ont montré que le cytoplasme issu 

d’un ovocyte mature d’amphibien contient un facteur capable de déclencher la maturation 

lorsque celui ci était injecté dans un ovocyte immature receveur. Ce facteur fut alors 

dénommé MPF pour « Maturation Promoting Factor ». Par la suite, des expériences de 

micro-injections croisées entre ovocytes d’espèces différentes ont montré que ce facteur 

n’était pas spécifique de l’espèce ni du phylum (Reynhout et Smith, 1974 ; Wasserman et 

Smith, 1978). De plus, il est apparu très rapidement que ce MPF régulait également l’entrée 

en mitose des cellules somatiques (Sunkara et al., 1979 ; Nelkin et al., 1980). Aujourd’hui, Le 

MPF est considéré comme le facteur universel d’entrée et de sortie de phase M de toutes les 

cellules eucaryotes et a été rebaptisé « M-phase Promoting Factor ». 

 

a) Nature moléculaire du MPF. 

 

 Ce n’est qu’en 1988 que le MPF fut purifié et sa nature moléculaire appréhendée (Lohka 

et al., 1988). Le MPF est un hétérodimère constitué d’une sous-unité catalytique, la 
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sérine/thréonine kinase p34cdc2 (« cell division cycle 2 ») encore appelée cdk1 (« cyclin 

dependent kinase 1) et d’une sous-unité régulatrice, la cycline B (Gautier et al., 1988, 1990). 

 

α. Cdk1 (cdc2). 

 

Cdk1 est le premier membre d’une famille de kinases présentant des caractéristiques 

communes en termes de taille (30 à 60 kDa), de séquence (plus de 40% d’identité) et de 

structure tridimensionnelle. La structure des cdk consiste en un lobe N-terminal riche en 

feuillets β (lobe N) et un lobe C-terminal riche en hélices α (Lobe C). L’intersection de ces 

deux lobes forme une poche qui correspond au site catalytique dans lequel se loge l’ATP. 

Deux régions sont caractéristiques des cdk et sont primordiales pour la régulation de leur 

activité : le domaine PSTAIRE, une région conservée de 16 acides aminés qui adopte une 

structure en hélice α et la boucle T qui présente un site de phosphorylation activateur. Cdk1, 

comme toutes les protéines de la famille des cdk, ne peut être activée que lorsqu’elle s’associe 

avec sa cycline (pour revue voir Dorée et Hunt, 2002). Lorsque la cdk est libre, le domaine 

PSTAIRE et la boucle T obstruent respectivement le site de fixation à l’ATP et le site de 

liaison au substrat (Figure 19). La fixation de la cycline sur la cdk engendre une rotation du 

domaine PSTAIRE et un déplacement de la boucle T, libérant ainsi le site catalytique. 

 

 
Figure 19 : régulation de l’activité des cdk par association à leur cycline. 
A l’état monomérique, le site catalytique de la cdk (site de fixation de la protéine cible et de l’ATP) est obstrué 
par la boucle T et le domaine PSTAIRE. La fixation de la cycline permet un changement de conformation de la 
boucle T et du domaine PSTAIRE qui libère l’accès au site catalytique. 
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β. La cycline B. 

 

La cycline B appartient à une famille de protéines dont le niveau d’expression varie en 

fonction de la progression du cycle cellulaire : la plupart des cyclines sont synthétisées au 

cours de l’interphase et sont brusquement dégradées en fin de mitose (Evans et al., 1983).  

Les cyclines sont caractérisées par trois séquences essentielles (Figure 20) : (1) la 

« cyclin box », consensus d’une centaine d’acides aminés localisés en C-terminal et impliqués 

dans la liaison au cdk. (2) la « destruction box », séquence de 9 acides aminée située en N-

terminal, responsable de l’ubiquitinylation et de la dégradation de la protéine et (3) un signal 

de rétention cytoplasmique, d’environ 40 résidus, situé entre les deux domaines précédents  

(Pines et Hunter, 1994). 

 

 
 
Figure 20 : Représentation schématique de la structure des cyclines. 
Les cyclines possèdent 3 séquences essentielles: un domaine de liaison à la cdk (cyclin box), un signal de 
rétention cytoplasmique contrôlant la localisation subcellulaire de la protéine et un signal de dégradation  
(destruction box). 

 

b) Variation de l’activité du MPF au cours de la reprise méiotique. 

 

Si l’activation du MPF déclenche l’entrée en phase M, la sortie de phase M nécessite 

son inactivation. L’activité du MPF n’est pas constante au cours de la méiose (Figure 21) : 

lors de la transition métaphase I-anaphase I, une diminution transitoire de l’activité du MPF 

est concomitante avec la sortie de méiose I (Kobayashi et al., 1991 ; Ohsumi et al., 1994). 

L’activité kinasique résiduelle est essentielle à l’absence d’interphase et de réplication de 

l’ADN entre les 2 divisions de méiose (Furuno et al., 1994 ; Picard et al., 1996 ; Iwabuchi et 

al., 2000 ). Lors du blocage en métaphase II, l’activité MPF reste élevée et ne disparaît qu’au 

moment de la fécondation, permettant la sortie de méiose II et la reformation de l’enveloppe 

nucléaire du pronucleus femelle (Lorca et al., 1992). 
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Figure 21 : variation de l’activité du MPF au cours de la reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope. 
Suite à la stimulation par la progestérone, le MPF est activé. L’activité du MPF décline transitoirement pour 
permettre la transition métaphase I-anaphase I et la sortie de méiose I. Mais cette chute d’activité est insuffisante 
pour entrer en interphase. L’activité du MPF augmente à nouveau pour permettre l’entrée en méiose II et restera 
élevée tant que l’ovocyte restera bloqué en métaphase II. La fécondation provoquera ensuite une chute brutale de 
l’activité du MPF conduisant ainsi à la sortie de méiose II. Au cours des mitoses embryonnaires, il y aura 
alternance entre inactivité du MPF en phase S et activité en phase M. 

 

c) Mécanismes de régulation de l’activité du MPF au cours de la reprise 

méiotique. 

 

Au cours de la reprise méiotique, l’activité du MPF est principalement régulée par des 

mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation, par l’alternance entre synthèse et 

dégradation des cyclines et par l’association de Cdc2 avec des activateurs. Une boucle d’auto-

amplification de l’activité du MPF se met en place, ce qui permettra de maintenir l’ovocyte 

mature bloqué en métaphase II.  

 

α. Régulation de l’activité du MPF par phosphorylation/déphosphorylation. 

 

L’activité du MPF dépend majoritairement de l’état de phosphorylation des résidus 

Thr14, Tyr15 et Thr161. Dans l’ovocyte immature, il se constitue un stock de MPF inactif 

phosphorylé sur ces trois résidus et appelé pré-MPF. Lors de la reprise méiotique, la 

déphosphorylation de la Thr14 et de la Tyr15 conduit à l’activation du MPF. 
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- la CAK. 

 

La CAK (« Cdk Activating Kinase ») est responsable de la phosphorylation du MPF sur 

la Thr161 (Fesquet et al., 1993 ; Poon et al., 1993 ; Solomon et al., 1993). La phosphorylation 

de ce résidu situé dans la boucle T de cdc2, facilite sa liaison à la cycline B (Jeffrey et al., 

1995) mais n’est pas suffisante pour induire l’activité du MPF. Elle se produit en phase G2 et 

sa déphosphorylation par la phosphatase KAP (« cyclin-dependent Kinase-Associated 

Phosphatase »), nécessaire à l’inactivation de cdk1, se produit après la dégradation de la 

cycline B (Lorca et al., 1992 ; Hanlon et Barford, 1998). 

La CAK est un complexe hétérotrimérique formé par la cdk7, la cycline H et Mat1 

(Ménage à trois 1). Cdk7, également appelé MO15, représente la sous-unité catalytique 

(Solomon et al., 1993) tandis que la cycline H, est la sous-unité régulatrice (Fisher et Morgan, 

1994). A la différence des autres cyclines, le taux de cycline H reste constant au cours du 

cycle cellulaire. Mat1, une protéine de la famille « RING finger » régule l’association entre 

cdk7 et la cycline H (Devault et al., 1995).  

 

- Myt1. 

 

Myt1 est une kinase membranaire à double spécificité, responsable de la 

phosphorylation inhibitrice des résidus Thr14 et Tyr15 de cdc2 (Mueller et al., 1995), résidus 

situés au cœur du site de fixation de l’ATP. Présente dès le stade I ovocytaire, la quantité de 

Myt1 augmente jusqu’au stade IV (Furuno et al., 2003). En phase G2, Myt1 interagirait avec 

le complexe Cdc2/cycline B via son domaine C-terminal, séquestrant ainsi le MPF dans le 

cytoplasme (Wells et al., 1999). L’injection d’anticorps anti-Myt1 dans l’ovocyte de Xénope 

suffit à déclencher la reprise méiotique, ce qui suggère que l’inactivation de Myt1 est 

essentielle pour l’entrée en phase M (Nakajo et al., 2000). L’inactivation de Myt1 semble être 

sous le contrôle de la phosphorylation (Mueller et al 1995) : chez le Xénope, Myt1 est 

phosphorylée par la kinase p90Rsk dans son domaine C-terminal régulateur (Palmer et al., 

1998) ainsi que par l’oncoprotéine Mos (Peter et al., 2002). Myt1 peut également être 

phosphorylée par Akt/PKB dans les ovocytes d’étoile de mer (Okumura et al., 2002). 

Récemment, il a été montré qu’une autophosphorylation de Myt1 sur les sérines 66 et 76 

participerait également à l’inhibition de la kinase à la transition G2/M (Kristjánsdóttir et al., 

2006). 

 



GénéralitésGénéralitésGénéralitésGénéralités    

 

- Wee1. 

 

Wee1 est une kinase nucléaire présentant de fortes homologies avec Myt1 mais qui n’est 

capable de phosphoryler que le résidu de Tyr15 de cdc2 (Featherstone et Russell, 1991 ; 

Watanabe et al., 1995). Présente dans les ovocytes de stade I, cette kinase disparaît dans les 

ovocytes de stade VI (Furuno et al., 2003). Au cours de la reprise méiotique, la traduction des 

ARNm Wee1 est finement contrôlée d’un point de vue temporel (Charlesworth et al., 2000 ; 

Wang et al., 2008). Elle ne réapparait que 90 minutes après la GVBD, puis durant la méiose II 

et les mitoses embryonnaires (Murakami et Vande Woude, 1998 ; Nakajo et al., 2000). 

L’activité de cette kinase serait essentielle pour empêcher la réplication de l’ADN entre les 

deux divisions de méiose (Nakajo et al., 2000). 

 

- Cdc25C. 

 

Cdc25C est une phosphatase à double spécificité responsable de l’activation du MPF par 

déphosphorylation des résidus Thr14 et Tyr15 de cdc2 (Strausfeld et al., 1991) (Figure 22). 

Dans les ovocytes bloqués en G2, Cdc25C est maintenu inactive par phosphorylation du 

résidu Ser287 (Kumagai et al., 1998 ; Yang et al., 1999). Cette phosphorylation permettrait sa 

séquestration cytoplasmique par liaison à la protéine 14-3-3. La Calmoduline kinase II 

(CamKII) ainsi que les kinases des points de contrôle Chk1 et Chk2 (« Checkpoint Kinase 1, 

2 ») sont capables de phosphoryler ce résidu (Hutchins et al., 2003 ; Nakajo et al., 1999 ; Guo 

et Dunphy, 2000). Cependant, l’immunodéplétion de Chk1 et Chk2 n’inhibe qu’à 30% la 

phosphorylation de la Ser287, suggérant qu’une autre kinase est majoritairement responsable 

de cette phosphorylation (Guo et Dunphy, 2000). Dans ce sens, Duckworth et al. (2002) ont 

suggéré que Cdc25C était une cible majeure de la PKA. 

L’activation de Cdc25C lors de la reprise méiotique implique sa libération de la protéine 

14-3-3. La phosphorylation de Cdc25C sur la Thr138 par Cdk2 permettrait cette dissociation 

(Margolis et al., 2003). Les phosphatases PP1 et PP2A seraient responsables de la 

déphosphorylation de la Ser287 de Cdc25C (Izumi et al., 1992, Hutchins et al., 2002 ; 

Margolis et al., 2003). Une fois déphosphorylée, Cdc25C serait capable de s’associer à la 

cycline B via son domaine de liaison à 14-3-3 (Morris et al., 2000). 

Par ailleurs, lors de la transition G2/M, Cdc25C devient intensivement phosphorylée 

dans sa partie N-terminale (Kumagai et Dunphy, 1992 ; Izumi et al., 1992). Plusieurs kinases 

sont responsables de l’activation de Cdc25C. La polo-like kinase Plx1 (« Polo-like kinase 
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xenopus 1) ») phosphoryle Cdc25C sur de multiples sites et active la phosphatase in vitro 

(Kumagai et Dunphy, 1996). Plx1 est activée au cours de la reprise méiotique (Qian et al., 

1998a). Dans des extraits acellulaires de Xénope, son immunodéplétion empêche l’activation 

de Cdc25C et du MPF en réponse à l’inhibition de la PKA (Qian et al., 2001). La cycline B1 

et Myt1 sont également des cibles de Plx1 (Toyoshima-Morimoto et al., 2002 ; Nakajima et 

al., 2003). La kinase responsable de la phosphorylation activatrice de Plx1 est xPlkk1 

(« xenopus Polo-like kinase kinase 1 ») (Qian et al., 1998b) qui est elle-même activée par 

phosphorylation catalysée par une kinase qui reste à ce jour inconnue. L’inhibition de PP2A 

par l’acide okadaïque ou sa déplétion déclenche l’activation du MPF chez le Xénope (Rime et 

al., 1995 ; Maton et al., 2005). Dans des extraits acellulaires de Xénope, PP2A déphosphoryle 

Cdc25C de manière antagoniste à Plx1 (Karaiskou et al., 1999). Ces résultats suggèrent que 

PP2A serait inactivée lors de la reprise méiotique. La Ser/Thr kinase Greatwall pourrait être 

responsable de cette inactivation (Zhao et al., 2008). Xp38γ/SAPK3, une protéine de la 

famille des MAPK, participe également à l’activation de Cdc25C par phosphorylation du 

résidu Ser205 (Perdiguero et al., 2003). 

 

 
Figure 22 : activation de la phosphatase Cdc25C au cours de la reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope. 
Dans l’ovocyte immature, Cdc25C est maintenue inactive par phosphorylation de la Ser287 catalysée 
principalement par la PKA, ce qui engendre sa séquestration par 14-3-3. La progestérone conduit à l’inhibition 
de la PKA et PP1 déphosphoryle la Ser287. La phosphorylation de la Thr138 par Cdk2 semble être également 
pré-requise pour la libération de 14-3-3. Xp38γ phosphoryle alors la Ser205. xPlkk1 active Plx1 qui va à son tour 
phosphoryler Cdc25C ce qui provoque son activation. Dans le même temps, PP2A, phosphatase inhibitrice de 
Cdc25C serait inactivée probablement par la kinase Greatwall. 
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- Rôle de la phosphorylation de la cycline B. 

 

Lors de la mitose, la phosphorylation de la séquence de rétention cytoplasmique de la 

cycline B permet l’accumulation de celle-ci dans le noyau (Yang et al., 1998, Hagting et al., 

1998 ; Toyoshima-Morimoto et al., 2002 ). Dans l’ovocyte de Xénope, la phosphorylation de 

la cycline B se produit au même moment que l’activation du MPF (Minshull et al., 1991). 

Dans des extraits acellulaires de Xénope, Cdc2 phosphoryle la cycline B1 et B2 (Izumi et 

Maller, 1991). Dans l’ovocyte d’étoile de mer, la cycline B est phosphorylée par cdc2 de 

manière « intra-complexe » à la transition métaphase/anaphase. Cependant, cette 

phosphorylation n’est pas nécessaire à l’activité kinasique de cdc2 (Borgne et al., 1999). De 

même chez le Xénope, la protéine Cyk (« Cyclin B2 kinase »), une forme particulière de la 

CaMKII, est également capable de phosphoryler la cycline B2 sur laThr41 et la Ser53. Une 

mutation inhibitrice ou activatrice de ces sites de phosphorylation ne révèle aucune 

implication de la phosphorylation dans la reprise méiotique ou la dégradation de la cycline 

(Derua et al., 1997 ; Stevens et al., 1999). 

 

β. Régulation de l’activité du MPF par l’alternance entre synthèse et 

dégradation de la cycline B. 

 

- Synthèse de la cycline B. 

 

Cinq sous-types de cycline B (B1 à B5) ont été isolés chez Xenopus laevis (Minshull et 

al., 1989 ; Hochegger et al., 2001). Les sous-types B1 et B2 sont majoritairement présents 

dans les ovocytes et les embryons de Xénope (Kobayashi et al., 1991). La cycline B2 est 

présente dès le stade I ovocytaire et sa quantité augmente fortement à partir du stade IV 

(Furuno et al., 2003). Dans l’ovocyte immature les cyclines B2 et B5 sont stockées sous 

forme de pré-MPF inactif. Environ 10% du stock de Cdk1 s’associent à ces cyclines, les 

autres 90% restent libres et possèdent une activité kinasique faible (Lorca et al., 1992). Suite à 

la reprise méiotique, les cyclines B1 et B4 sont synthétisées de novo en deux phases : la 

première juste avant la GVBD et la seconde, plus importante, en méiose II (Kobayashi et al., 

1991 ; Hochegger et al., 2001). Bien que les ovocytes contiennent les ARNm codant la 

cycline B3, ceux-ci ne semblent pas être traduits et la cycline B3 ne jouerait aucun rôle dans 

la reprise méiotique (Hocheger et al., 2001). 



GénéralitésGénéralitésGénéralitésGénéralités    

 

La quantité de cycline B stockée dans les ovocytes immatures sous forme de pré-MPF 

est suffisante pour permettre la GVBD indépendamment de la synthèse de nouvelles cyclines. 

En effet, l’inhibition de la synthèse des cyclines B1, B2, B4 et B5 par la technique 

d’oligonucléotide antisens n’inhibe pas l’activation du MPF induite par la progestérone 

(Minshull et al., 1991 ; Hochegger et al., 2001). Cependant, la micro-injection des ARNm des 

cyclines B ou A est suffisante pour déclencher la GVBD en absence de stimulation hormonale 

et de synthèse protéique (Swenson et al., 1986 ; Roy et al., 1991 ; Huchon et al., 1993). Ces 

résultats suggèrent, qu’en réponse à la progestérone, la formation de nouveaux complexes 

MPF actifs par association de Cdk1 monomérique avec la cycline B néosynthétisée jouerait 

un rôle important dans le recrutement du stock de pré-MPF et la mise en place de la boucle 

d’auto-amplification du MPF. 

 

- Dégradation de la cycline B. 

 

A la sortie de méiose I, les cyclines B2 et B5 sont dégradées (Hochegger et al., 2001) et 

l’activité du MPF diminue de 50 à 70% entre les deux divisions de méiose (Kobayashi et al., 

1991 ; Ohsumi et al., 1994). Cependant, la dégradation des cyclines B est partiellement 

masquée par la synthèse de nouvelles cyclines. L’ubiquitinylation suivie de la dégradation des 

cyclines est essentielle pour la sortie de phase M. Dans ce sens, la micro-injection d’une 

forme non dégradable de la cycline B dans les ovocytes de Xénope déclenche la reprise 

méiotique mais les ovocytes restent bloqués en métaphase I (Huchon et al., 1993). 

L’ubiquitine ligase responsable de l’ubiquitinylation de la cycline B à la transition métaphase-

anaphase est l’APC/C pour « Anaphase Promoting Complex/Cyclosome ». Son activation 

nécessite sa liaison soit avec Cdc20/Fizzy soit avec Cdh1/Hct1/Fizzy-related (Lorca et al., 

1998). L’activité de ces deux protéines est régulée par leur état de phosphorylation. Dans les 

ovocytes de Xénope, l’activité de l’APC-Cdc20 ne serait pas nécessaire à la transition 

métaphase I-anaphase I alors qu’elle est requise pour la sortie de méiose II (Peter et al., 2001 ; 

Taieb et al., 2001). L’inhibition d’Emi1 (« Early mitotic inhibitor 1 »), un inhibiteur de 

l’APC/C, après la GVBD provoque une chute de l’activité du MPF et une décondensation des 

chromosomes, ce qui suggère que l’activité de Emi1 est requise pour empêcher l’apparition 

d’une phase S entre les deux divisions de méiose (Tung et Jackson, 2005). 

Le blocage des ovocytes en métaphase II est assuré par un facteur cytostatique, le CSF 

(« Cytostatic Factor », Masui et Markert, 1971) dont l’activité conduit à l’inhibition de 
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l’APC-Cdc20 et donc prévient la dégradation de la cycline B maintenant ainsi une activité 

MPF élevé. La nature moléculaire de ce CSF sera discutée par la suite. 

 

χ. Les protéines associées à Cdc2. 

 

- Xe-p9. 

 

Xe-p9 est un membre de la famille Suc1/Cks, protéines capables de s’associer à cdc2 

pour en réguler l’activité. Dans des extraits interphasiques, son immunodéplétion empêche 

l’entrée en phase M. Ce résultat suggère que Xe-p9 régule l’activation du MPF à la transition 

G2/M (Patra et Dunphy, 1996). Xe-p9 facilite la phosphorylation de Cdc25, Myt1 et Wee1 

par le MPF (Patra et al., 1999) et régule positivement la phosphorylation de la sous-unité 

Cdc27 de l’APC/C par le MPF (Patra et Dunphy, 1998). Ce dernier résultat suggère une 

implication de Xe-p9 dans la dégradation de la cycline B par l’APC/C. 

 

- Ringo/Speedy. 

 

La micro-injection d’une forme inactive de Cdc2 ou d’anticorps anti-Cdc2 empêche la 

reprise méiotique stimulée par la progestérone (Nebreda et al., 1995). Ces résultats suggèrent 

que l’activation du pool de Cdc2 libre est essentielle à l’entrée en phase M des ovocytes et 

requiert la synthèse d’activateur(s) de la kinase. 

La protéine Ringo (« Rapid inducer of G2-M in oocyte ») encore appelée Speedy serait 

l’un de ces activateurs. Ringo/Speedy appartient à une nouvelle famille de protéines ne 

présentant aucune homologie avec les cyclines mais capables de se fixer à Cdc2 libre et de 

l’activer (Ferby et al., 1999 ; Lenormand et al., 1999). En revanche, Ringo n’est pas capable 

de s’associer au complexe Cdc2/cycline B (Ferby et al., 1999) et l’activation de Cdc2 par 

Ringo ne nécessite pas la phosphorylation de la Thr161 (Karaiskou et al., 2001). La 

microinjection de Ringo dans l’ovocyte de Xénope suffit à déclencher l’activation du MPF en 

absence de stimulation hormonale et de synthèse protéique tandis que l’inhibition de son 

expression par la technique d’oligonucléotide antisens bloque la reprise méiotique stimulée 

par la progestérone (Ferby et al., 1999 ; Lenormand et al., 1999). Les complexes cdc2-Ringo 

permettraient donc d’acquérir rapidement une activité kinasique en réponse à la progestérone 

conduisant à l’amplification de la quantité initiale de MPF actif. Ils permettraient également la 

stabilisation et la traduction de certains ARNm (Kim et Richter, 2007). 
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Dans l’ovocyte bloqué en G2, l’expression de Ringo semble être réprimée par deux 

mécanismes : d’une part, par répression de la traduction (Padmanabhan et Richter, 2006) et 

d’autre part, par le système ubiquitine-protéasome (Gutierrez et al., 2006). La répression 

traductionnelle implique la fixation de Pumilio 2 (Pum2) sur une séquence PBE (« Pumilio 

Binding Element ») située dans la région 3’UTR de l’ARNm. Lors de la reprise méiotique, 

Pum2 se dissocierait de l’ARNm autorisant alors la polyadénylation et la traduction de Ringo. 

Ringo s’accumule au cours de la méiose I puis il est dégradé par le système ubiquitine-

protéasome (Gutierrez et al., 2006). Après la méiose I, son ubiquitinylation par l’ubiquitine-

ligase Siah-2, nécessiterait la phosphorylation du résidu Ser243. Cette dégradation serait 

importante pour l’absence de phase S entre les deux divisions de méiose. En revanche, en 

phase G2, son ubiquitinylation impliquerait une autre ubiquitine-ligase, la βTRCP/SCF et 

nécessiterait la phosphorylation préalable de 3 résidus d’acides aminés par la PKA et GSK3β. 

 

δ. La boucle d’auto-amplification du MPF. 

 

Des expériences de transfert de cytoplasme issu d’ovocytes matures, contenant du MPF 

actif ont démontré que celui-ci induisait la reprise méiotique de l’ovocyte receveur même en 

présence d’inhibiteurs de la synthèse protéique (Wasserman et Masui, 1975). De plus, des 

expériences de transfert en série (où l’ovocyte receveur devient l’ovocyte donneur) ont été 

réalisées avec succès, suggérant ainsi l’existence d’une amplification auto-catalytique du MPF 

indépendante de la synthèse protéique.  

Le MPF phosphoryle et active Cdc25C sur au moins 5 résidus d’acides aminés situés 

dans la région N-terminale régulatrice de la protéine : les thréonines 48, 67 et 138 et les 

sérines 205 et 285. La phosphorylation de ces résidus est nécessaire à l’auto-amplification du 

MPF (Izumi et Maller, 1993 ; Strausfeld et al., 1994). L’activation directe du MPF par micro-

injection de Cdc25 dans l’ovocyte entraine l’activation de Plx1 démontrant qu’il existe un 

rétrocontrôle positif du MPF sur Plx1 (Qian et al., 1998a). L’activité de Plx1 est nécessaire à 

la mise en place de la boucle d’auto-amplification et serait sous le contrôle direct de Cdc2 

(Abrieu et al., 1998 ; Karaiskou et al., 2004). Enfin, Cdc2 pourrait également participer à 

l’inhibition de Myt1 par hyperphosphorylation (Booher et al., 1997, Patra et al., 1999). 

 

Au cours de la reprise méiotique, l’activation du MPF se réalise donc en deux étapes : 

une première étape, précoce, qui nécessite la traduction de certaines protéines dont les 
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cyclines (Rime et al., 1992) et Ringo/Speedy (Ferby et al., 1999, Lenormand et al., 1999). 

Cette étape serait sous le contrôle de l’inhibition de la PKA. Ces protéines permettraient de 

fournir une petite quantité de MPF actif capable de déclencher, dans une seconde étape, son 

auto-amplification par activation de Plx1 et Cdc25C et inhibition de Myt1, indépendamment 

de la synthèse protéique (Figure 23). 

 
Figure 23 : activation et auto-amplification du MPF au cours de la reprise méiotique de l’ovocyte de 
Xénope. 
Après stimulation par la progestérone, les événements précoces provoquent l’inhibition de la PKA et la synthèse 
d’activateur de Cdc2 dont la cycline B et Ringo. Le complexe Cdc2/activateur active Plx1, Cdc25 et inhibe Myt1 
conduisant ainsi à la conversion d’une petite quantité de pré-MPF en MPF actif. Ce MPF actif maintient alors 
l’activation de Plx1, Cdc25 et inhibe Myt1 provoquant ainsi la mise en place d’une boucle d’auto-amplification. 
p90Rsk, une cible de la voie mos/MEK/erk2 est également responsable de l’inhibition de Myt1. Les relations 
entre le MPF et cette voie seront détaillées par la suite. 
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d) Les cibles du MPF. 

 

Le MPF  phosphoryle de nombreuses cibles requises pour les événements cytologiques 

de l’entrée en phase M des cellules germinales et somatiques. Ses principales cibles sont 

résumées dans le tableau II. 

 

Tableau II : principales cibles du MPF au cours de l’entrée en phase M. 
 

 
 

6) La voie p39Mos/MEK/Erk2/p90Rsk. 

 

Chez les eucaryotes, les MAPK (« Mitogen Activated Protein Kinases ») appartiennent à 

une grande famille de sérine/thréonine kinases fonctionnant en cascades (pour revue, voir 

Raman et al., 2007). Au cours de la reprise méiotique, la voie p39Mos/MEK/Erk2 

(p42MAPK)/p90Rsk est activée simultanément au MPF (Figure 24). 

 

a) Activation de la voie MAPK-Erk2 lors de la reprise méiotique de l’ovocyte de 

Xénope. 

 

Au cours de la reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope, la MAPK Erk2 

(« Extracellular signal regulated kinase 2) encore appelée Xp42/Mpk1 (Sagata et al., 1988 ; 

Gotoh et al., 1991 ; Posada et al., 1991, 1993 ) est activée. Présente dès le stade I ovocytaire, 

son taux ne s’accroit significativement qu’à partir du stade IV (Furuno et al., 2003). La 
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MAPKK (Mitogen Activated Protein Kinase Kinase ») MEK (« MAPK Erk Kinase) est 

responsable de l’activation de Erk2 par phosphorylation des résidus Thr183 et Tyr185 situés 

dans la boucle d’activation de la kinase (Payne et al., 1991 ; Zhang et al., 1994). MEK est 

également détectable dès le stade I ovocytaire puis elle s’accumule au cours de l’ovogenèse 

(Furuno et al., 2003). La cible principale de la voie MAPK au cours de la reprise méiotique 

est la protéine p90Rsk (« Ribosomal S6 Kinase ») (Palmer et al., 1998). Elle a d’abord été 

découverte dans l’ovocyte pour sa capacité à phosphoryler la sous-unité 60S du ribosome 

(Erikson et Maller, 1985). Elle est phosphorylée et activée au cours de la reprise méiotique et 

inactivée lors de la fécondation (Erikson et Maller, 1989). Deux isoformes de Rsk sont 

exprimées : p90Rsk1 et p90Rsk2. Ces deux isoformes sont des cibles de Erk2 (Sturgill et al., 

1988 ; Erikson et Maller, 1991). 

Deux MAPKKK (« Mitogen Activted Protein Kinase Kinase Kinase ») ont été 

identifiées dans l’ovocyte : p39Mos et Raf. L’accumulation de p39Mos est primordiale pour 

l’activation de Erk2 et p90Rsk, tandis que Raf ne semble exercer aucun rôle essentiel. 

 

α. Synthèse et accumulation de p39Mos lors de la reprise méiotique. 

 

p39Mos est le produit du proto-oncogène c-mos, homologue cellulaire de l’oncogène v-

mos du virus responsable du sarcome murin de Moloney (Oskarsson et al., 1980). Absent 

dans les ovocytes immatures, p39Mos s’accumule au cours de la reprise méiotique puis est 

rapidement dégradé après la levée du blocage métaphasique (Sagata et al., 1988, Watanabe et 

al., 1989). Son accumulation résulte d’une part de sa synthèse et d’autre part de sa stabilité 

(Figure 24).  

Comme nous l’avons vu dans le paragraphe III.4).b), l’ARNm de p39Mos est l’un des 

premiers à être polyadénylé et traduit après stimulation de la reprise méiotique (Sheets et al., 

1995). 

La protéine p39Mos synthétisée avant la GVBD présente un  niveau partiel de 

phosphorylation associé à une certaine instabilité (Sagata et al., 1989b ; Watanabe et al., 

1989). Cependant, cet état est suffisant pour stimuler la cascade MAPK et la GVBD (Sagata 

et al., 1988 ; 1989b ; Freeman et al., 1989). Pendant et après la GVBD, la phosphorylation de 

p39Mos augmente progressivement, elle est totalement phosphorylé et métaboliquement 

stable dans les ovocytes matures (Watanabe et al., 1989). Trois résidus de la protéine, la 

sérine 3 (Freeman et al., 1992 ; Nishizawa et al., 1992), la sérine 16 (Bai et al., 1991 ; Pham 
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et al., 1999) et la sérine 25 (Yang et al., 1996) ont été identifiées comme des sites majeurs de 

phosphorylation. 

 La phosphorylation de la sérine 3, au moment de la GVBD, est majoritairement 

responsable de la stabilisation de p39Mos. Elle empêche la dégradation de l’oncoprotéine par 

le système ubiquitine-protéasome et serait régulée négativement par le résidu de proline 2 

(Freeman et al., 1992 ; Nishizawa et al., 1992, 1993 ; Sheng et al., 2002). La phosphorylation 

de la sérine 3 facilite également l’interaction de p39mos avec sa cible : MEK (Chen et 

Cooper, 1995). Ce résidu est une cible d‘auto-phosphorylation (Freeman et al., 1992 ; 

Nishizawa et al., 1992). Cependant, les MAPK (Matten et al., 1996) ainsi que le MPF (Liu et 

al., 1990) sont également capables de phosphoryler la sérine 3 in vitro. 

Dans les cellules COS7 transfectées exprimant p39Mos, la phosphorylation de la sérine 

16 inhibe sa dégradation (Pham et al., 1999). Dans les cellules somatiques, la sérine 25 est 

phosphorylée par la PKA (Yang et al., 1996). Chez le Xénope, cette phosphorylation 

influencerait négativement la stabilisation engendrée par la phosphorylation de la sérine 3 

(Yang et al., 1998). 

 La paxilline, une protéine du cytosquelette, serait également requise pour 

l’accumulation de p39Mos soit en augmentant la synthèse de la protéine soit en inhibant sa 

dégradation (Rasar et al., 2006). La paxilline est phosphorylée par Erk2 in vitro, ce qui 

suggère qu’elle participe à la mise en place d’un rétrocontrôle positif. 

La sous-unité régulatrice de la caséine kinase II (CK2β) s’associe également avec 

p39Mos et l’inhibe (Chen et Cooper, 1997 ; Chen et al., 1997 ; Lieberman et Ruderman, 

2004). Cette association empêcherait une activation prématurée de la voie MAPK au cours de 

la reprise méiotique et sa dissociation serait nécessaire à l’activation de p39Mos (Yue et 

Ferrell, 2006). La protéine chaperonne Hsp90 serait également nécessaire pour l’activation de 

p39Mos (Fisher et al., 2000). 

La micro-injection de l’ARNm p39Mos provoque l’activation du MPF et la GBVD en 

absence de stimulation hormonale (Sagata et al., 1989a). Cependant, p39Mos et l’activation 

subséquente de la voie MAPK ne semblent pas essentiels à la GVBD puisque l’inhibition de 

sa synthèse par l’injection d’oligonucléotides antisens ne bloque pas la GVBD induite par la 

progestérone (Dupré et al., 2002 ; Baert et al., 2003). 
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Figure 24 : synthèse et stabilisation de p39Mos au cours de la reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope. 
Lors de la reprise méiotique, l’ARNm de p39Mos est polyadénylé et traduit précocement. Avant la GVBD, la 
protéine mos est instable et rapidement dégradée. Cette instabilité est due en partie à la phosphorylation de la 
sérine 25 et à l’absence de phosphorylation de la sérine 3. De plus, sa liaison avec la CK2β empêche son 
activation catalytique. Pendant et après la GVBD, la sérine 3 s’auto-phosphoryle et la sérine 16 est également 
phosphorylée : mos est ansi protégé de la dégradation protéasomale et s’accumule. La dissociation de CK2β et 
l’association de Hsp90 sont nécessaires à l’activation de mos. Des mécanismes de rétrocontrôles positifs 
permettent de maintenir l’expression de mos et l’activation de la voie MAPK lors de la maturation : Erk2 est 
capable de stimuler la polyadénylation de l’ARNm p39Mos, et entretient son accumulation en  phosphorylant le 
résidu de sérine 3 et la paxilline. Le MPF participe également à ce rétrocontrôle en promouvant la 
polyadénylation et en phosphorylant le résidu de sérine 3. 

 

β. Activation de Raf au cours de la reprise méiotique. 

 

La protéine Raf a été initialement identifiée comme une oncoprotéine rétrovirale à 

activité sérine/thréonine kinase (Rapp et al., 1983). Son activation nécessite sa liaison à la 

GTPase p21ras (Vojtek et al., 1993). 

Au cours de la reprise méiotique stimulée par la progestérone, Raf-1 est phosphorylée et 

activée (Fabian et al., 1993 ; Muslin et al., 1993b). La micro-injection d’une forme 

oncogénique de Raf entraine l’activation de Erk2 et la GVBD sans stimulation hormonale 

(Muslin et al., 1993b) alors que l’injection de dominants négatifs de Raf empêchent 

l’activation de Erk2 stimulés par la progestérone ou l’injection de p21ras (Fabian et al., 1993 ; 

Muslin et al., 1993b). La micro-injection d’une forme constitutivement active de Raf stimule 
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l’activation de la voie MAPK dans des conditions où p39Mos est inhibée (Fabian et al., 

1993). Ces résultats ont suggéré que Raf est nécessaire à l’activation de la voie MAPK et 

qu’elle agit en aval de p39Mos. Cependant, d’autres travaux sont en contradiction avec ces 

résultats. Dans des extraits acellulaires, l’activation de la voie MAPK par une protéine 

p39Mos purifiée n’est pas bloquée par l’ajout d’un dominant négatif de Raf (Shibuya et al., 

1996). L’activation de la voie MAPK stimulée par la progestérone et l’insuline semble 

dépendre uniquement de l’accumulation de p39Mos. L’inactivation de la voie p39Mos/Erk2 

retarde la GVBD mais n’inhibe pas la reprise méiotique, par contre, la phosphorylation 

complète de Raf requiert l’activation de MEK1/Erk2 (Baert et al., 2003, Figure 25). De plus, 

des travaux récents ont souligné le rôle crucial de la voie PI3K dans les mécanismes par 

lesquels les voies p21ras déclenchent la GVBD, minimisant tout rôle de Raf dans la reprise 

méiotique (Gaffré et al., 2006) . 

 
Figure 25 : Modèle d’activation de la voie p39Mos/Erk2 après stimulation de la reprise méiotique par la 
progestérone ou l’insuline (d’après Baert et al., 2003). 
La phosphorylation de Erk2 et de p90Rsk, induite par l’insuline ou la progestérone, nécessite la synthèse de 
p39Mos. La phosphorylation partielle de Raf est indépendante de la voie MAPK alors que la phosphorylation 
totale de Raf requiert l’activation de celle-ci. PR : récepteur à la progestérone, IGFR : récepteur à l’insuline/IGF. 

 

χ. Les MAPK phosphatases (MKP). 

 

Les mécanismes de régulation des MKP dans les ovocytes demeurent peu connus. La 

seule MKP identifiée et clonée dans les ovocyte de Xénope est la protéine XCL100/Mkp1. In 

vitro, XCL100 est capable de déphosphoryler des résidus de thréonine et de tyrosine de Erk2  

(Lewis et al., 1995). La surexpression de XCL100 retarde ou inhibe la reprise méiotique 

Mos MEK Erk 2 p90Rsk

5’ 3’
ARNm p39mos 

PR

IGFR

Ras

RafRaf

Raf

P

P P P P

Activation catalytique directe
Activation catalytique indirecte



GénéralitésGénéralitésGénéralitésGénéralités    

 

stimulée par la progestérone (Sohaskey et Ferrell, 2002). Au cours de la phase M, l’activation 

de la voie MAPK provoque sa phosphorylation et sa stabilisation.  

 

b) Implication de la voie mos/MEK/Erk2/p90Rsk dans la reprise méiotique. 

 

Contrairement aux cellules somatiques, la voie MAPK n’a pas de rôle génomique dans 

l’ovocyte puisque la reprise méiotique est indépendante de la transcription. 

 

α. Interactions entre MPF et MAPK. 

 

- Activation du MPF par la voie MAPK. 

 

La voie MAPK participerait à l’activation du MPF en inhibant Myt1 et en activant 

Cdc25C. En effet, comme nous l’avons vu dans le paragraphe III.5).c).α., p39Mos et p90Rsk 

phosphorylent et inhibent Myt1 (Palmer et al., 1998 ; Peter et al., 2002). Cependant, 

l’inhibition de p39Mos et de p90Rsk n’empêchent pas totalement la phosphorylation de Myt1, 

suggérant une régulation complexe de la kinase par une voie autre que la voie MAPK (Fisher 

et al., 1999). Lors de la reprise méiotique, la phosphorylation de Cdc25C sur la Thr48, La 

Thr138 et la Ser205 par Erk2 favorise l’activité phosphatasique de Cdc25C (Wang et al., 

2007). 

 

- Activation de la voie MAPK par le MPF. 

 

En retour et de manière indirecte, l’activité du MPF soutient l’activité de la voie MAPK 

par la promotion de la synthèse de p39Mos (Hochegger et al., 2001) et sa stabilisation (Castro 

et al., 2001) (Figure 24). 

 

β. Rôle de la voie MAPK dans la GVBD. 

 

Chaque membre de la voie mos/MEK/Erk2/p90Rsk est capable de déclencher la reprise 

méiotique en absence de stimulation hormonale lorsqu’il est injecté dans l’ovocyte (Sagata et 

al., 1989a, Yew et al., 1992 ; Huang et al., 1995 ; Haccard et al., 1995 ; Gross et al., 2001 ; 

a). Dans ce cas, la reprise méiotique est indépendante de la synthèse protéique sauf dans le cas 
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de l’injection de Erk2 (Haccard et al., 1995). Ces résultats montrent l’importance de cette voie 

dans le contrôle de la reprise méiotique. Cependant, l’inhibition de la voie MAPK aboutit à 

des résultats contradictoires selon la stratégie utilisée, la spécificité des outils et la protéine 

concernée : certaines approches d’inhibition de la voie MAPK inhibe la reprise méiotique 

stimulée par la progestérone (Sagata et al., 1998; Duesbery et al., 1998 ; Kosako et al., 1994), 

tandis que d’autres techniques d’inhibition de cette voie ne font que la retarder (Gross et al., 

2001 ; Dupré et al., 2002a ; Baert et al., 2003, Bodart et al., 2005). Ces résultats sont 

expliqués par la spécificité des outils employés et montrent en définitive que la voie MAPK 

n’est pas nécessaire per se à la GVBD. 

 

χ. Rôle de la voie MAPK dans la suppression de la phase S. 

 

La réplication précoce de l’ADN après la première division de méiose dans l’ovocyte de 

Xénope est provoquée par l’inhibition de la voie MAPK (Furuno et al., 1994 ; Gross et al., 

2000 ; et al., 2002a). De même, l’inhibition de cdk1 ou de la synthèse des cyclines B à la 

transition méiose I-méiose II, entraine la reformation d’une enveloppe nucléaire et la 

réplication de l’ADN (Furuno et al., 1994). Aussi, la voie p39Mos/MEK/Erk2/p90Rsk est 

nécessaire pour la réactivation rapide du MPF et le maintien d’un niveau d’activité qui 

empêche la réplication de l’ADN entre les deux divisions de méiose (Sagata et al., 1989b ; 

Nebreda et al., 1995 ; Hochegger et al., 2001). 

 

δ. Rôle de la voie MAPK dans la formation du fuseau de division et en tant 

que point de contrôle de l’assemblage du fuseau. 

 

De nombreuses études réalisées dans les ovocytes de mammifères ont mis en évidence 

que la voie MAPK-Erk2 intervenait dans le contrôle de la formation et de la stabilité du 

fuseau de division méiotique (pour revue, voir Fan et Sun, 2004). Dans le modèle amphibien, 

plusieurs études renforcent cette hypothèse. Dans des extraits ovocytaires de  Xénope, 

l’inhibition de la voie Erk2 induit la formation de fuseaux monopolaires (Horne et Guadagno, 

2003). De même, de telles structures de type « aster » ont été mises en évidence suite à un 

traitement des ovocytes à  l’U0126, inhibiteur de MEK1/2 (Gross et al., 2000 ;Bodart et al., 

2002a ; Bodart et al., 2005) ou micro-injectés d’oligonucléotides antisens dirigés contre 

p39Mos (Bodart et al., 2005). De plus, des expériences de restauration de fuseau ont montré 

que p39Mos et p90Rsk jouaient des rôles essentiels et complémentaires dans la morphogenèse 
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de ce dernier (Bodart et al., 2005). En effet, l’injection d’une forme constitutivement active de 

p90Rsk n’est pas suffisante pour induire la formation d’un fuseau bipolaire dans des ovocytes 

micro-injectés d’oligonucléotides antisens dirigés contre p39Mos et la micro-injection d’une 

protéine Mos murine ne permet pas non plus la formation d’un fuseau dans le cas d’une 

inhibition de MEK (et donc d’une non activation de p90Rsk). Bub1, une protéine impliquée 

dans le point de contrôle de l’assemblage du fuseau (SAC) est phosphorylée et activée par 

p90Rsk (Schwab et al., 2001). Cependant, p90Rsk ne semble pas nécessaire au SAC dans des 

extraits acellulaires d’ovocytes de Xénope (Horne et Guadagno, 2003). 

 

ε. MAPK et activité cytostatique (CSF). 

 

L’existence d’une activité cytostatique (CSF) responsable de l’arrêt des ovocytes en 

métaphase II a été mise en évidence par Masui et Markert (1971) : la micro-injection de 

cytoplasme issu d’un ovocyte mature dans un blastomère d’embryons au stade 2, provoque 

l’arrêt de ce blastomère en métaphase alors que le blastomère non-injecté continue à se diviser 

normalement (Figure 26). Cette activité cytostatique présente dans le cytoplasme disparaît 30 

à 45 minutes après la fécondation. 

 
Figure 26 : mise en évidence de l’activité CSF. 
La micro-injection de cytoplasme issu d’un ovocyte mature dans un des deux blastomères d’un embryon au stade 
2 cellules provoque l’arrêt de sa division en métaphase alors que le blastomère controlatéral continue sa division. 
Cette expérience montre que le cytoplasme de l’ovocyte mature contient un facteur diffusible, le CSF 
responsable du blocage en métaphase II. 

 

Dans des extraits mitotiques de Xénope, la dissociation de la cycline B de Cdk1 suffit à 

inactiver le MPF et permet la sortie de phase M (Chesnel et al., 2006 ; 2007). Cependant, la 

levée du blocage métaphasique nécessite la dégradation de la cycline B. S’il est admis que 

l’activité CSF permet de maintenir une activité élevée du MPF en empêchant la dégradation 

des cyclines B par l’APC/C-Cdc20, la nature moléculaire du CSF est encore débattue (pour 

revue, voir Schmidt et al., 2006). Cependant, lorsqu’un des membres de la voie MAPK, 

Ovocyte mature bloqué
en métaphase II

Embryon au stade 2 
blastomères

Arrêt en métaphase II 
du blastomère injecté
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p39Mos (Sagata et al., 1989b), MEK1 (Kosako et al., 1994), Erk2 (Haccard et al., 1993) ou 

p90Rsk (Gross et al., 1999), est injecté dans un des blastomères d’un embryon au stade deux 

cellules, il bloque la division du blastomère injecté. Ces résultats démontrent que la voie 

p39Mos/MEK/Erk2/p90Rsk est un composant majeur du CSF. p39Mos phosphoryle la 

cycline B2 in vitro (Roy et al., 1990) et la dégradation des cyclines est inhibée dans des 

embryons injectés d’ARNm p39Mos (Sagata et al., 1989b). L’inhibition de la protéolyse de la 

cycline B par la voie MAPK est relayée par l’activation d’un inhibiteur de l’APC/C 

(Vorlaufer et Peters, 1998). Cependant, les MAPK ne semblent pas inactiver la voie de 

dégradation des cyclines mais plutôt prévenir la promotion de cette dégradation par le MPF 

(Abrieu et al., 1996). Comme nous l’avons vu précédemment, le MPF contribue au maintien 

de l’activation de la voie MAPK (Figure 24). Ainsi, le blocage métaphasique serait maintenu 

grâce à l’établissement d’un équilibre entre CSF et MPF (Figure 26, Bodart et al., 2002b). 

La levée du blocage métaphasique, entraînant une dégradation complète et rapide de la 

cycline B et la séparation des chromatides sœurs, requiert une augmentation de la 

concentration calcique intracellulaire, l’activation de la CaMKII et de la calcineurine (Lorca 

et al., 1993 ; Mochida et Hunt, 2007). L’activation d’une protéine Tyrosine phosphatase, en 

aval de la vague calcique, semble également requise, cependant son identité reste à préciser 

(Bodart et al., 1999b). La protéolyse de p39Mos et la déphosphorylation de Erk2 ont lieu 30 à 

40 minutes après la fécondation (Watanabe et al., 1991). L’utilisation d’un inhibiteur de 

kinases à large spectre, la 6-DMAP (6-Diméthyl Aminopurine) a montré que la protéolyse de 

p39Mos et de la cycline B est régulée par des mécanismes différents (Bodart et al., 1999a). 

Dans des extraits CSF, la CaMKII est capable de provoquer la dégradation de la cycline B et 

la levée du blocage métaphasique sans que Erk2 soit inactivée (Abrieu et al., 1996). Ces 

résultats suggèrent que, même si la voie MAPK contribue à la stabilisation de la cycline B 

lors du blocage métaphasique, l’inactivation de cette voie n’est pas requise pour la 

dégradation de la cycline B lors de la sortie de phase M. Contrairement à la cycline B, la 

dégradation de p39Mos est indépendante de la libération de calcium et semble être sous le 

contrôle majoritaire de mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation (Bodart et al., 

2001). 

La protéine XErp1/Emi2 (« Xenopus Emi related protein 1/ Early mitoitc inhibitor 2 ») 

est un inhibiteur de l’APC/C essentiel pour l’activité CSF (Rauh et al., 2005 ; Schmidt et al., 

2005). Lors de la levée du blocage métaphasique, sa phosphorylation par la CaMKII entraîne 

sa liaison à Plx1 (Liu et Maller, 2005 ; Rauh et al., 2005). La phosphorylation de XErp1 par 

Plx1 provoque alors son ubiquitinylation par le SCF/βTRCP et sa dégradation. p90Rsk  
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phosphoryle XErp1 ce qui augmente la stabilité et l’activité de la protéine (Inoue et al., 2007; 

Nishiyama et al., 2007). Cette augmentation d’activité et de stabilité serait sous la dépendance 

de son association à PP2A et de sa déphosphorylation subséquente sur deux sites 

phosphorylés par Cdc2 (Wu et al., 2007). XErp1 apparaît donc comme une protéine pivot du 

CSF dont l’activité et la stabilité dépendent de la voie mos/MEK/Erk2/p90Rsk (Figure 26).  

 

 
Figure 27 : modèle d’arrêt CSF dans les ovocytes d’Amphibiens. 
Dans les ovocytes matures bloqués en métaphase II, la phosphorylation de XErp1 par p90Rsk stabilise la 
protéine qui peut alors exercer son activité inhibitrice de l’APC/C et donc permettre de maintenir l’activité du 
MPF. A la fécondation, l’augmentation du calcium intracellulaire active la CaMKII. La phosphorylation de 
XErp1 par la CaMKII permet sa phosphorylation par Plx1. XErp1 est alors ubiquitinylée puis dégradée. 
L’APC/C n’est plus inhibé, la cycline B peut être alors dégradée. La chute de l’activité du MPF permet alors la 
levée du blocage métaphasique. 
 

A l’heure actuelle, les voies de signalisation impliquées dans le contrôle de la reprise 

méiotique : progestérone/récepteur(s), adénylate cyclase/PKA ; PI3K/Akt ; 

polyadénylation/traduction ; MPF et MAPK-Erk2 ainsi que leurs mécanismes de contrôle sont 

largement étudiées. Ces mécanismes impliquent l’activation de nombreuses protéines 

essentiellement par le jeu de synthèse/dégradation et surtout par la régulation de l’activité de 

nombreuses kinases/phosphatases. Cependant, ces régulations sont complexes et il reste 

encore de nombreuses zones d’ombres à éclaircir, notamment en ce qui concerne le 

déclenchement et la régulation fine des événements précoces ou encore la régulation de la 
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voie MAPK Erk2. Au cours de ma thèse, je me suis intéressée à l’étude de l’importance d’ 

modification post-traductionnelle comparable à la phosphorylation: la O-N-

acétylglucosaminylation ou O-GlcNAc, dans la régulation de la reprise méiotique. 



    
    

    

    
PARTIE IPARTIE IPARTIE IPARTIE IIIIIIIII    

    
La OLa OLa OLa O----NNNN----

acétylglucosaminylationacétylglucosaminylationacétylglucosaminylationacétylglucosaminylation    ::::
OOOO----GlcNAcGlcNAcGlcNAcGlcNAc    
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I. Introduction : les modifications post-traductionnelles et la glycosylation 

chez les eucaryotes. 

 

Avant le décryptage du génome humain, prédominait le modèle « simpliste » postulant 

qu’un gène code une seule protéine et on expliquait en partie la complexité fonctionnelle de 

notre organisme par le jeu de l'"allumage" et de l'"extinction" (on/off) de certains gènes parmi 

les 100.000 estimés. Cette explication est devenue insuffisante lorsque le séquençage partiel 

du génome humain a révélé que celui ci ne contenait que 26.500 gènes environ (Venter et al., 

2001). Comment expliquer alors la formidable complexité moléculaire et la pléthore 

d’activités biologiques existant au sein des différents types cellulaires constituant un 

organisme ? 

 

1) Un seul gène peut coder plusieurs activités protéiques. 

 

Chez les eucaryotes, le processus permettant d’aboutir à une activité protéique donnée à 

partir d’une séquence d’ADN peut se résumer en trois étapes principales : la transcription, la 

traduction et les modifications post-traductionnelles. Chacune de ces étapes est hautement 

régulée et contribue à augmenter la variabilité fonctionnelle du produit final du gène. C’est la 

raison pour laquelle un seul gène peut engendrer des centaines d’activités protéiques 

différentes (figure 28) : au niveau de l’ARNm, les phénomènes d’épissages alternatifs ainsi 

que l’utilisation de promoteurs internes représentent un premier niveau de variabilité. Les 

mécanismes de polyadénylation contribuant à la stabilité des ARNm ou encore l’utilisation de 

codons STOP alternatifs en constituent un second et enfin il existe des centaines de 

modifications post-traductionnelles.  

 

2) Les modifications post-traductionnelles. 

 

On regroupe sous le terme de modifications post-traductionnelles (PTM ; « post-

translational modification »), la modification covalente de certains acides aminés par un 

groupement fonctionnel. Ces modifications peuvent intervenir indépendamment ou en 

combinaison sur une même protéine, généralement sous l’influence de stimuli et sont régulées 

de façon temporelle et spatiale. Les PTM, en modifiant la conformation des protéines et donc 
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en régulant les interactions protéines-protéines, sont à l’origine de variabilités fonctionnelles 

puisqu’elles peuvent modifier l’activité enzymatique ou encore la localisation subcellulaire de 

leur cible (Figure 28). 

Parmi les PTM répertoriées à ce jour, 20 d’entres elles sont plus communément 

répandues (Seo et Lee, 2004). A côté de la phosphorylation qui reste à ce jour la plus étudiée 

des PTM et dont les rôles sont quasiment parfaitement établis, on peut citer la méthylation, 

l’acétylation, l’ubiquitination, la SUMoylation, la formation des ponts disulfures et la 

glycosylation. 

 
Figure 28 : du gène à l’activité protéique. 
Un seul gène peut être à l’origine d’une multitude de produits finaux. Sur la figure, est représentée la 
complexification se mettant en place au cours des différentes étapes menant de la séquence d’ADN à la protéine 
modifiée. Trois niveaux principaux de régulation peuvent apparaître : au niveau de la transcription où il est 
possible d’obtenir plusieurs ARNm à partir d’un même pré-ARNm grâce aux phénomènes d’épissages 
alternatifs. La quantité d’ARNm traduite va être également sous contrôle, via notamment les phénomènes de 
polyadénylation et de coiffage des ARNm influençant la stabilité de ces derniers. Enfin, la protéine native pourra 
subir des centaines de modifications post-traductionnelles (PTM) différentes qui peuvent se combiner sur 
plusieurs sites entraînant des modifications de la structure tridimensionnelle de la protéine cible à l’origine d’une 
innombrable diversité fonctionnelle. 
 

3) La glycosylation. 

 

Avec la phosphorylation, la glycosylation représente la forme majeure de modification 

post-traductionnelle puisqu’on estime que 50% des protéines sont glycosylées et que 2 à 4% 
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du génome humain codent des protéines impliquées dans les processus de glycosylation. Il 

existe en réalité plusieurs types de glycosylation consistant toutes au greffage de structures 

mono- ou oligosaccharidiques particulières plus ou moins complexes sur des accepteurs 

donnés via l’activité de différentes glycosyltransférases. La N-glycosylation et la O-

glycosylation représentent les deux formes majeures de glycosylation et leurs voies de 

biosynthèse sont à ce jour parfaitement définies. Elles affectent exclusivement des protéines 

du réticulum endoplasmique, de l’appareil de Golgi et des voies de sécrétion. Au contraire, la 

présence de glycosylation au sein des compartiments cytosoliques et nucléaires est longtemps 

restée énigmatique puisque aucun modèle de biosynthèse glycoprotéique ou de transport dans 

ces compartiments n’avait été validé. Par des expériences de reconnaissance lectinique ou de 

radiomarquage métabolique avec des sucres précurseurs, de telles glycosylations atypiques 

ont pu être mises en évidence comme par exemple l’alpha-glucosyl lié sur une tyrosine de la 

glycogénine (impliqué dans la synthèse du glycogène), la N-acétylglucosamine sur 

l’hydroxyproline, les glycoaminoglycannes (GAG), ou encore la O-N-

acétylglucosaminylation, communément appelée O-GlcNAc. 

 

II. La O-N-acétylglucosaminylation : O-GlcNAc. 

 

1) Caractéristiques générales de la O-GlcNAc. 

 

a) Définition. 

 

La O-N-acétylglucosaminylation ou O-GlcNAc consiste en l’addition d’un unique 

monosaccharide de N-acétylglucosamine (GlcNAc) en anomérie bêta sur le groupement 

hydroxyle d’une sérine (Ser) ou d’une thréonine (Thr) de l’axe peptidique des protéines. Ce 

résidu de GlcNAc n’est par la suite ni épimérisé ni le substrat d’autres glycosyltransférases 

(Figure 29). 

C’est en 1984 que la O-GlcNAc fut découverte de manière fortuite lors d’une étude 

destinée à marquer les protéines de surface de lymphocytes au [3H]-galactose via l’utilisation 

de la galactosyltransférase bovine (Torres et Hart, 1984). 
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Figure 29 : structure schématique d’une séquence peptidique modifiée par la O-GlcNAc. 
La O-GlcNAc consiste en l’ajout d’un résidu unique de N-acétylglucosamine sur des résidus de Sérine ou de 
Thréonine des protéines. 
 

b) Localisation cellulaire de la O-GlcNAc. 

 

Deux ans après sa découverte, l’équipe du Pr GW Hart montra que le noyau et la 

fraction soluble des cellules de foie de rat étaient particulièrement enrichis en O-GlcNAc 

(Holt et Hart, 1986) même si, dans cette étude, cette glycosylation a été retrouvée associée à 

tous les compartiments intracellulaires (hormis la mitochondrie), ce qui laissait supposer que 

la O-GlcNAc n’avait pas de localisation particulière. Cependant, il est rapidement apparu que 

la majeure partie de la O-GlcNAc était cytosolique et nucléaire (Holt et al., 1987 ; Kearse et 

Hart, 1991a) et était plus particulièrement abondante au niveau du pore nucléaire (Hanover et 

al., 1987). Aujourd’hui, la O-GlcNAc est considérée comme le principal type de 

glycosylation nucléocytoplasmique. 

 

c) Les sites de O-GlcNAc. 

 

Il n’existe pas de séquence peptidique consensus pour l’addition de O-GlcNAc. 

Cependant, la présence de sites du type proline-sérine/thréonine-sérine/thréonine (PS/TS/T), 

proline-valine-sérine/thréonine (PVS/T) ou de sites riches en acides aminés hydroxylés est 

favorable à cette glycosylation. 

 

d) Dynamique de la O-GlcNAc. 

 

Outre la localisation intracellulaire de la O-GlcNAc, une autre caractéristique marquante 

de cette glycosylation a rapidement suscité l’engouement des glycobiologistes : contrairement 

aux autres types de glycosylation connues à l’époque, la O-GlcNAc n’était pas statique mais 

dynamique. L’aspect dynamique de la O-GlcNAc a été mis en évidence par des expériences 

de « pulse-chase » sur les cytokératines K8 et K18 (Chou et al., 1992) puis sur l’αB-
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cristalline (Roquemore et al., 1996). Dans ces études, les auteurs ont démontré que la demi-

vie de la O-GlcNAc est plus courte que celle de la protéine en elle-même suggérant, qu’à 

l’instar de la phosphorylation, une protéine pourrait subir plusieurs cycles de O-GlcNAc/ dé-

O-GlcNAc.  

 

e) Conservation phylogénétique. 

 

La O-GlcNAc est conservée phylogénétiquement puisqu’elle est retrouvée chez tous les 

métazoaires étudiés jusqu’ici incluant les mammifères, les amphibiens (Fang et Miller, 2001), 

les insectes comme la drosophile (Kelly et Hart, 1989) ou encore le nématode Caenorhabditis 

elegans (Hanover et al., 2005). La O-GlcNAc a également été mise en évidence chez certains 

virus (Cytomegalovirus humain : Greis et al., 1994; SV40 : Medina et al., 1998 ; Plum pox 

virus : Chen et al., 2005), certaines bactéries (Listeria monocytogenes : Schirm et al., 2004 ; 

Bacteroides thetaiotaomicron : Dennis et al., 2006), chez plusieurs parasites comme 

Plasmodium falciparum (Dieckmann-Schuppert et al., 1993) mais aussi chez les plantes 

comme Arabidopsis thaliana (Swain et al., 2001). Cependant, sa présence chez les levures 

reste encore un sujet de controverse.  

 

2) Les enzymes de la O-GlcNAc. 

 

Comme la phosphorylation, la O-GlcNAc est régulée par un couple d’enzymes 

responsable du greffage et de l’hydrolyse du résidu. Mais si plus de 500 kinases et 150 

phosphatases ont été répertoriées à ce jour, la O-GlcNAc semble être régulée par un couple 

unique d’enzymes conservées au cours de l’évolution. L’uridine diphospho-N-

acétylglucosamine : polypeptide β-N-acétylglucosaminyltransférase (O-GlcNAc transférase 

ou OGT) catalyse le transfert de GlcNAc sur la protéine alors que la N-acétyl-β-D 

glucosaminidase (O-GlcNAcase ou OGA) assure l’hydrolyse du résidu (Figure 30). 
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Figure 30 : la O-GlcNAc est une PTM dynamique régulée par un unique couple d’enzymes. 
L’OGT catalyse le transfert de GlcNAc sur la protéine à partir d’UDP-GlcNAc tandis que la O-GlcNAcase est 
responsable de l’hydrolyse du résidu. 
 

a) L’Uridine diphospho-N-acétylglucosamine : polypeptide �β-N-

acétylglucosaminyltransférase ou O-GlcNAc transférase (OGT, EC 2.4.1.94).  

 

L’OGT assure le transfert du résidu de GlcNAc en anomérie β sur les résidus de sérine 

ou de thréonine à partir du nucléotide-sucre donneur, l’UDP-GlcNAc. L’activité O-GlcNAc 

transférase a été caractérisée pour la première fois en 1990 (Haltiwanger et al., 1990) dans le 

foie de rat à partir duquel l’enzyme fut purifiée (Haltiwanger et al., 1992) puis clonée 

(Kreppel et al., 1997 ; Lubas et al., 1997). 

 

α. les isoformes  de l’OGT. 

 

Lors de sa caractérisation, l’OGT a d’abord été décrite comme une entité 

hétérotrimérique formée par l’assemblage de deux sous-unités de 110 kDa (p110) et d’une 

troisième sous-unité de 78 kDa (p78), l’ensemble possédant une masse apparente de 340 kDa 

(Haltiwanger et al., 1992). Par la suite, il a été montré que l’OGT existait préférentiellement 

sous la forme d’un homotrimère constitué de trois sous-unités identiques de 110 kDa (Kreppel 

et al., 1997) et que contrairement à p110, dont l’expression est ubiquitaire, l’expression de 

p78 n’était restreinte qu’à certains tissus comme le foie, les reins et les muscles suggérant un 

rôle régulateur de cette sous-unité. Ce rôle régulateur est d’autant plus probable qu’aucune 

activité catalytique de p78 n’a pu être démontrée in vitro (Lazarus et al., 2006). En 2003, une 

isoforme supplémentaire de 103 kDa a été mise en évidence au niveau de la membrane interne 

mitochondriale (Love et al., 2003). Bien que l’OGT mitochondriale possède une activité in 
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vitro, aucune O-GlcNAcylation de protéines mitochondriales n’a à ce jour été démontrée 

(Love et al., 2003). 

Les 3 isoformes de l’OGT ainsi décrites, à savoir l’isoforme de 110 kDa, 78 kDa et 103 

kDa ont été nommées respectivement ncOGT pour « nuclear and cytoplasmic OGT » 

(isoforme la plus étudiée), sOGT pour « small OGT » et mOGT pour « mitochondrial OGT » 

(Hanover et al., 2003). La ncOGT ainsi que la sOGT ont une localisation cytoplasmique et 

nucléaire alors que la mOGT n’est retrouvée que dans la mitochondrie grâce à la présence 

dans sa partie N-terminale d’une séquence d’adressage à la mitochondrie (MTS, 

« mitochondrial targeting sequence ») (Love et al., 2003).  

 

β. structure de l’OGT. 

 

L’OGT est composée de deux domaines distincts : un domaine d’interaction protéine-

protéine situé en N-terminal et un domaine catalytique en C-terminal (Kreppel et al., 1997 ; 

Lubas et al., 1997) (figure 30). La jonction entre ces deux domaines est assurée par un 

domaine intermédiaire de liaison dit « linker ». Cette partie centrale semble être une région 

flexible (Love et Hanover, 2005). Chez C. elegans, cette région contient une séquence 

putative de localisation nucléaire (NLS) mais il est fort probable que cette séquence ne joue 

aucun rôle dans la localisation nucléaire de l’enzyme puisqu’elle n’a pas été conservée au 

cours de l’évolution. Une première structure tridimensionnelle de l’OGT obtenue pour 

l’homologue exprimé chez Xanthomonas campestris a révélé que celle-ci adopte une 

conformation en sillon superhélicoïdal (« superhelical groove ») (Martinez-Fleites et al., 

2008).  

 

- Structure de la partie N-terminale. 

 

La partie N-terminale de l’OGT est caractérisée par la présence de plusieurs 

tétratricopeptides (TPR, « tetratricopeptides repeats »). Ces TPR correspondent à des 

répétitions de 34 acides aminés contenant la séquence consensus WLGYAFAP faiblement 

conservée (pour revue voir D’Andrea et Regan, 2003). Ces TPR sont retrouvés dans de 

nombreuses protéines distribuées de la levure à l’homme et interviennent dans la modulation 

des interactions protéine-protéine au cours de divers processus cellulaires comme la 

régulation du cycle cellulaire, la transcription ou encore la réponse au stress. Les 3 isoformes 
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de l’OGT possèdent un nombre de TPR différents ; cette hétérogénéité étant en partie 

responsable de leur spécificité de substrats : chez la souris et l’homme, la ncOGT contient 12 

TPR, la mOGT n’en contient plus que 9 et la sOGT 2 (Hanover et al., 2003) (Figure 31). De 

plus, pour une isoforme donnée le nombre de TPR peut également varier selon l’espèce 

considérée. Par exemple, il existe 13 domaines TPR chez la ncOGT des nématodes (Kreppel 

et al., 1997). Des études cristallographiques ont montré que les TPR de l’OGT formait un 

empilement d’hélices α anti-parallèles dans un long tube cylindrique (Jinek et al., 2004 ; 

Martinez-Fleites et al., 2008). 

 

- Structure de la partie C-terminale. 

 

Des délétions du domaine C-terminal de l’OGT ont conduit à une perte totale de 

l’activité enzymatique suggérant que le site catalytique de l’enzyme était bien situé dans cette 

partie (Lubas et Hanover, 2000). Par comparaison de séquences, la région C-terminale serait 

divisée en deux domaines conservés CDI et CDII similaires à ceux retrouvés chez les GalNAc 

transférases (Roos et Hanover, 2000). Le domaine CDI correspondrait au site catalytique de 

l’enzyme alors que le domaine CDII est un domaine de type « lectin-like » (Figure 31). Par 

des techniques de modélisation moléculaire, il a été montré que cette partie C-terminale 

présentait des similarités avec la superfamille des glycogènes phosphorylases/ glycogènes 

transférases (GPGTF) et que cette partie adopterait une conformation consistant en deux 

domaines de type Rossman. L’hélice 4 du second domaine Rossman renfermerait un résidu 

acide conservé définissant le domaine de liaison à l’UDP-GlcNAc (Wrabl et Grishin, 2001). 

Récemment, des expériences de mutagenèse dirigée au sein des domaines CDI et CDII ont été 

réalisées et ont montré des diminutions plus ou moins significatives de la capacité de l’OGT 

mutée à glycosyler la protéine nup62 selon l’acide aminé concerné : par exemple, le 

remplacement de la cystéine en position 839 (dans le CDII) par une sérine a provoqué une 

inhibition de l’activité de l’OGT de 96% démontrant l’importance de ce résidu dans son 

activité enzymatique (Lazarus et al., 2005). 

 

χ. Phylogénie de  l’OGT 

 

 Les trois isoformes de l’OGT décrites chez les mammifères sont issues de l’épissage 

alternatif (mOGT) et de l’utilisation d’un promoteur interne (sOGT) au sein d’un unique gène 

(Hanover et al., 2003) (Figure 31). Chez les mammifères, ce gène est localisé sur le 
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chromosome X dans la région Xq13.1 (Shafi et al., 2000 ; Nolte et Muller, 2002). Cette 

région est particulièrement intéressante puisqu’elle est associée à certaines maladies 

neurodégénératives dont la dystonie Parkinsonienne (locus DYT3 également en Xq13.1, 

Nolte et al., 2003). Le gène de l’OGT est très conservé : il existe 80% d’homologie entre le 

gène humain et son orthologue chez Caenorhabditis elegans (Lubas et al., 1997). L’OGT est 

essentielle à la vie puisque chez la souris, le « knock-out » du gène de l’OGT est létal pour 

l’embryon et provoque également la mort des cellules souches embryonnaires (Shafi et al., 

2000).  

 

 

 

Figure 31 : les trois isoformes de l’OGT sont codées par un unique gène. 
A. représentation schématique de la structure du locus de l’OGT mammalienne à l’origine des trois isoformes 
schématisées en B. la sOGT est issu de l’utilisation d’un promoteur interne (P2) alors que les ARN messagers  
des deux autres isoformes sont transcrits à partir du promoteur P1. La mOGT est engendrée par l’épissage 
alternatif de l’intron 4. En effet, cet intron normalement excisé devient dans ce cas l’exon 5. La présence de cet 
exon supplémentaire dans l’ARN messager est à l’origine d’une longue région non traduite en 5’ (5’UTR) et 
introduit la séquence d’adressage à la mitochondrie (MTS). 
 

Chez les plantes, deux gènes homologues de l’OGT animale ont pu être mis en 

évidence : spindly (SPY) (Robertson et al., 1998) et secret agent (SEC) (Hartweck et al., 

2002). La protéine SPY est un composant majeur de la voie des gibbérellines (GA), hormones 

ayant divers rôles dans le développement de la plante comme la germination des graines ou 

l’induction florale (pour revue voir Olszewski et al., 2002). Plusieurs travaux ont montré que 

SPY était un régulateur négatif de la réponse aux gibbérellines chez A. thaliana (Jacobsen et 

Olszewski, 1993 ; Swain et al., 2002, Silverstone et al., 2007), chez l’orge (Robertson et al., 

1998) ou encore chez le pétunia (Izhaki et al., 2001). Chez toutes les plantes étudiées, SPY et 
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SEC s’expriment dans tous les tissus et durant toute la vie végétale (Izhaki et al., 2001 ; 

Swain et al., 2002 ; Hartweck et al., 2006). Il a été montré que SPY possédait une activité O-

GlcNAc transférase in vitro et que les niveaux de O-GlcNAc étaient diminués chez des 

mutants spy, en comparaison avec la souche sauvage, mais pas totalement absents, ce qui 

suggérait à l’époque la présence d’une activité OGT autre que celle assurée par SPY 

(Thornton et al., 1999). SEC a été identifiée, à partir de ce constat, chez A. thaliana 

(Hartweck et al., 2002). Dans cette étude, les auteurs ont démontré que lorsqu’il est exprimé 

chez E. coli, SEC est capable de s’autoglycosyler à l’instar de l’OGT animale. Ces auteurs ont 

également montré qu’une double mutation spy/sec était létale pour la plante, démontrant la 

redondance de fonction de ces deux protéines ainsi que le rôle primordial de l’OGT pour la 

vie de la plante. La même équipe a observée une augmentation de l’expression de l’ARNm 

SEC dans des mutants spy et vice versa une augmentation de l’expression de l’ARNm SPY 

dans des mutants sec renforçant l’hypothèse d’une redondance d’action et d’une 

complémentation de ces deux protéines (Hartweck et al., 2006). Cependant, des rôles distincts 

pour SPY et SEC ont  été mis en évidence. En effet, Chen et al. ont montré chez A. thaliana 

un rôle de SEC dans l’infection de la plante par le Plum Pox virus (Chen et al., 2005). 

Contrairement à la souche sauvage et au mutant spy, les  protéines de la capside virale ne sont 

plus modifiées par la O-GlcNAc lorsque ces virus sont mis en contact avec des mutants sec, 

ces événements sont corrélés avec une diminution de la réplication et de la propagation virale. 

 

Récemment, GmaR, une protéine possédant à la fois une activité O-GlcNAc transférase 

et une activité d’« anti-répresseur transcriptionnel » vis à vis de la flagelline a été mise en 

évidence chez la bactérie Listeria monocytogenes (Shen et al., 2006). En revanche, à l’heure 

actuelle, la présence d’OGT chez les levures, n’a toujours pas été démontrée. 

 

δ. Régulation de l’activité enzymatique de la ncOGT . 

 

La régulation de l’activité de la ncOGT et de sa spécificité de substrat est complexe et 

n’est pas totalement comprise actuellement. Néanmoins, il apparaît que les concentrations très 

variables en UDP-GlcNAc, les Km multiples de l’OGT vis-à-vis de ce substrat  (Kreppel et 

Hart,, 1999), la modulation des interactions protéines-protéines par les TPR ainsi que 

l’existence de PTM (O-GlcNAc, phosphorylation d’une tyrosine) sur l’OGT jouent un rôle 

important dans la régulation de son activité.  
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- Régulation par les PTM. 

 

L’OGT est elle-même O-GlcNAc et est reconnue par des anticorps anti-phosphotyrosine 

(Kreppel et al., 1997) mais les sites de ces PTM ainsi que leur influence sur l’activité de 

l’enzyme ne sont pas connus. En revanche, il a été montré récemment dans des cellules de 

neuroblastome, que la calmoduline kinase de type IV (CaMKIV) phosphoryle l’OGT in vitro 

et in vivo et que cette phosphorylation est responsable de l’activation de l’enzyme (Song et 

al., 2008). 

 

- Régulation par la concentration en UDP-GlcNAc. 

 

L’OGT possède un Km pour l’UDP-GlcNAc très bas : il a été estimé à 545 nM lors de 

la purification de la ncOGT (Haltiwanger et al., 1992). Ce faible Km procure un avantage 

compétitif de l’OGT pour l’UDP-GlcNAc vis-à-vis des transporteurs du nucléotide sucre de 

l’appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique. De manière surprenante, des études 

réalisées sur la ncOGT recombinante de rat ont montré que l’enzyme possédait 3 Km (6, 35, 

217 µM) pour l’UDP-GlcNAc pour des concentrations en nucléotide-sucre de 0,05 µM à 4,8 

mM (Kreppel et Hart, 1999). De plus, en utilisant des peptides de synthèse comme substrat de 

l’OGT, les auteurs ont également démontré que son activité augmente au fur et à mesure que 

la concentration en UDP-GlcNAc augmente. En outre, des études cinétiques ont révélé que 

l’enzyme n’est jamais saturée en UDP-GlcNAc même pour de très fortes concentrations à la 

limite de la solubilité (Comer et Hart, 2001). L’activité de l’OGT est donc intimement 

dépendante des niveaux d’UDP-GlcNAc intracellulaires, ces derniers subissant des variations 

extrêmes en réponse à de nombreux facteurs environnementaux et nutritifs. Autrement dit, 

l’OGT est capable de ressentir ces changements de concentration en nucléotide-sucre qu’elle 

transmet aux réseaux de signalisation intracellulaire. 

 

- Importance des TPR. 

 

Des expériences de délétions des domaines TPR ont permis de montrer que ces derniers 

étaient importants pour la multimérisation de l’enzyme (Kreppel et Hart, 1999 ; Yang et al., 

2002) mais que cette multimérisation n’influence pas l’activité catalytique de l’OGT per se. 

Les TPR contrôlent également l’interaction de l’enzyme avec ses partenaires lui permettant 

ainsi soit d’être en contact avec ses substrats et de les modifier, soit d’être acheminée vers un 
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lieu précis où elle pourra agir, ou encore de la séquestrer. Ces TPR lui confèrent ainsi sa 

spécificité de substrat et d’action. Dans ce sens, plusieurs partenaires de l’OGT ont été mis en 

évidence : GRIF1 (« GABAA receptor-interacting factor 1 ») et son homologue OIP106 

(« OGT-interacting protein 106 ») (Iyer et al., 2003) ainsi que le co-répresseur 

transcriptionnel mSin3A (Yang et al., 2002). Ces trois protéines sont O-GlcNAc mais leur 

glycosylation n’intervient pas dans leur interaction avec l’OGT. L’interaction de l’OGT avec 

mSin3A lui permettrait d’être acheminée vers la machinerie de transcription où elle agirait en 

tant qu’inactivateur transcriptionnel. Récemment, il a été démontré une interaction entre 

l’OGT et l’ataxine 10 dans les cellules pancréatiques (Andrali et al., 2005) et dans le cerveau 

(März et al., 2006) influençant l’activité catalytique de l’enzyme. L’OGT interagit également 

avec les sous unités β et γ de la sérine/thréonine phosphatase 1 (Wells et al., 2004). Cette 

interaction permettrait la déphosphorylation préalable du substrat avant son O-

GlcNAcylation. 

 

- Autres régulations. 

 

Récemment, Cheung et al. ont démontré une interaction entre le domaine C-terminal de 

l’OGT et la p38MAPkinase dans des conditions de déprivation en glucose (Cheung et al., 

2008). Cette interaction est dépendante de l’état de phosphorylation de p38 : lorsque p38 est 

phosphorylée, elle achemine l’OGT vers les neurofilaments H (NF-H) en vue de leur 

modification par la O-GlcNAc. 

Une régulation de l’OGT par les phosphoinositides a été démontrée : le 

phosphatidylinositol 3, 4, 5, triphosphate est capable de recruter l’OGT vers la membrane 

plasmique où elle modifie les protéines de la voie de signalisation de l’insuline provoquant 

une désactivation de cette voie et participant ainsi à la résistance à l’insuline (Yang et al., 

2008). 

 

ε. Les inhibiteurs de l’OGT. 

 

La ncOGT, qui possède un pH optimum de 6, n’est pas dépendante des cations bivalents 

à l’inverse de nombreuses glycosyltransférases (Haltiwanger et al.,, 1992). L’OGT est 

potentiellement inhibée par le NaCl, l’UDP, l’UMP (Haltiwanger et al.,, 1992; Okuyama et 

Marshall, 2003). L’alloxane, un analogue structural de l’uracile est capable d’inhiber 

l’enzyme in vitro (Konrad et al., 2002) et in vivo (Kim et al., 2006 ; Liu et al., ; 2006 ; 
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Champattanachai et al., 2007). Le benzyl-2-acetamido-2-deoxy-alpha-d-galactopyranoside 

(BADGP), un inhibiteur de la O-Glycosylation à large spectre, a également été utilisé pour 

inhiber l’OGT dans des cellules béta-pancréatiques de rat (D’alessandris et al., 2004). Enfin, 3 

inhibiteurs potentiels de l’OGT, compétiteur de l’UDP-GlcNAc, ont été mis en évidence par 

une technique fondée sur le déplacement de sonde testée sur plus de 64.000 composés (Gross 

et al., 2005).  

 

b) La N-acétyl β D glucosaminidase ou O-GlcNAcase (OGA, EC 3.2.1.52). 

 

La O-GlcNAcase catalyse l’hydrolyse du résidu de GlcNAc. Elle a été isolée et caractérisée à 

partir de rate de rat en 1994 (Dong et Hart 1994). Elle fut ensuite purifiée, séquencée à partir 

du cerveau humain et clonée en 2001 (Gao et al., 2001). Avant cette caractérisation, la O-

GlcNAcase avait déjà été décrite comme étant l’hexosaminidase C (Braidman et al., 1974). 

Contrairement aux hexosaminidases acides lysosomales (A et B), elle possède un pH 

optimum neutre et n’est pas inhibée par la GalNAc. Après son clonage, il a été montré que la 

O-GlcNAcase était identique à la protéine MGEA5 (« Meningioma expressed antigen 5 »), 

une hyaluronidase induisant une réponse immunitaire chez des patients atteints de 

méningiome (Heckel et al., 1998). 

 

α. Gène et conservation phylogénétique. 

 

Chez l’homme, le gène de la O-GlcNAcase est localisé sur le chromosome 10 dans la 

région q24 (Heckel et al., 1998 ; Gao et al., 2001). Comme c’est le cas pour l’OGT, le locus 

du gène de la O-GlcNAcase est associé à certaines maladies neurodégénératives. En effet, le 

gène prédisposant à la maladie d’Alzheimer à début tardif est également localisé dans la 

région 10q24 (Myers et al., 2000). De plus cette région chromosomique est également  

impliquée dans la prédisposition au diabète de type II chez une population d’Américains 

d’origine Mexicaine (Lehman et al., 2005) et chez la tribu des Indiens Pimas (Farook et al., 

2002). Le gène de la O-GlcNAcase est très conservé chez les mammifères (>80% 

d’homologie) alors qu’il n’existe que 55% d’homologie entre le gène humain et son 

orthologue chez C. elegans (Gao et al., 2001). La O-GlcNAcase  a également été identifiée 

chez les procaryotes (Sheldon et al., 2006 ; Dennis et al., 2006 ; Rao et al., 2006). 
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β. Les isoformes de la O-GlcNAcase et leur localisation. 

 

Chez l’homme, 2 isoformes de la O-GlcNAcase ont été identifiées: une isoforme de 130 

kDa représentant la forme de pleine longueur et une isoforme de 75 kDa (Gao et al., 2001 ; 

Comtesse et al., 2001 ; Heckel et al., 1998). Cette dernière serait un variant d’épissage issu de 

l’utilisation d’un codon STOP alternatif générant une protéine tronquée du tiers de la partie C-

terminale (correspondant à un domaine acétyltransférase putatif) par rapport à la forme de 

pleine longueur (Comtesse et al., 2001) (Figure 32). Les deux isoformes de la O-GlcNAcase 

sont exprimées de façon ubiquitaire dans les compartiments cytosolique et nucléaire et plus 

particulièrement dans le cerveau (Gao et al., 2001, Comtesse et al., 2001). Dans une lignée 

cellulaire de glioblastome, le variant de 75 kDa a été localisé principalement dans le noyau 

alors que la protéine de 130 kDa est préférentiellement cytoplasmique (Comtesse et al., 

2001). Cette localisation cytoplasmique de la forme de pleine longueur a également été mise 

en évidence par fractionnement cellulaire (Gao et al., 2001) et par microscopie en 

immunofluorescence (Wells et al., 2002a). Même si les 2 isoformes possèdent une activité 

glucosaminidase in vitro (Kim et al., 2006a), l’essentiel de l’activité O-GlcNAcase est assurée 

par l’isoforme de 130 kDa (Wells et al., 2002a) et le(s) rôle(s) du variant de 75 kDa n’est (ne 

sont) pas connu(s). 

Enfin, deux isoformes supplémentaires de la O-GlcNAcase de 90 et 84 kDa ont été 

identifiées respectivement à partir du cerveau de rat Goto Kakizaki et de rat Sprague-Dawley 

(Toleman et al., 2004). Ces deux isoformes résulteraient également d’épissages alternatifs 

(Figure 32). 

 

χ. Données structurales. 

 

A l’heure actuelle, la structure de la O-GlcNAcase n’a pas été totalement clarifiée et des 

points de discordes subsistent entre les différentes études. 

Lors de son clonage, il est apparu que la O-GlcNAcase ne présentait pas d’homologie 

avec les glycosidases connues mais qu’il existait en revanche de faibles homologies de 

séquences avec des hyaluronidases dans sa partie N-terminale et des acétyltransférases dans 

sa partie C-terminale. La comparaison de sa séquence avec celles de plusieurs 

acétyltransférases ont permis de la classer dans la famille des « GCN5-related 

acetyltransférases » (GNAT) (Schultz et Pils, 2002). 
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En se basant sur ces homologies avec les GNAT, il avait été prédit que le site 

catalytique de l’enzyme résidait dans sa partie C-terminale. Or, des délétions des exons 6 et 7  

ont permis de montrer que l’activité glucosaminidase de l’enzyme réside dans sa région N-

terminale (Toleman et al., 2004) (Figure 32). Récemment, deux résidus d’acide aspartique 

indispensable à l’activité O-GlcNAcase de l’enzyme ont été caractérisés chez l’homme  

(Asp174 et Asp175, Cetinbas et al., 2006), chez la souris (Asp175 et Asp177, Toleman et al., 

2006a) et chez Clostridium perfringens (Rao et al., 2006). 

Toleman et al. ont montré que l’enzyme possède, en plus de son activité 

glucosaminidase, une activité HAT (Histone Acétyl Transférase) in vitro et que la mutation de 

certains résidus abolit cette activité permettant ainsi de localiser le domaine HAT dans la 

partie C-terminale de l’enzyme (Toleman et al., 2004) (Figure 32). Ce domaine HAT 

adopterait une structure en doigt de Zinc (Toleman et al., 2006b).  

La O-GlcNAcase serait donc une enzyme bi-fonctionnelle. Il a d’ailleurs été proposé de 

la renommer NCOAT pour « Nuclear and Cytoplasmic O-GlcNAcase and Acetyl 

Transferase » (Toleman et al., 2004). Néanmoins, aucune activité HAT in vivo n’a été 

prouvée à ce jour.  

 

δ.Régulation de l’activité de la O-GlcNAcase. 

 

De manière intriguante, la O-GlcNAcase peut être clivée par la caspase 3 (Wells et al., 

2002a). Ce clivage génère un fragment C-terminal de 65 kDa qui possède toujours une 

activité O-GlcNAcase et HAT (Wells et al., 2002a ; Toleman et al., 2004), d’ailleurs ces deux 

fragments restent associés après coupure par la caspase-3 (Butkinaree et al., 2008). La 

localisation du site de clivage par la caspase-3 après l’Asp413 a révélé qu’il s’agissait d’un 

site non canonique (Butkinaree et al., 2008). La signification biologique de ce clivage n’est 

toujours pas comprise mais suggère un rôle possible de la O-GlcNAcase dans l’apoptose par 

déglycosylation de protéines essentielles à la mort cellulaire programmée. 

Les phénomènes d’épissages alternatifs pourraient également contribuer à la régulation 

de l’activité enzymatique. En effet, le variant d’épissage identifié par Comtesse et ses 

collaborateurs ne possède pas le domaine HAT (Comtesse et al., 2001) tandis que ceux 

identifiés chez le rat  possèdent une activité HAT in vitro mais pas d’activité hexosaminidase 

(Toleman et al., 2004) (Figure 32). 

 Enfin, tout comme l’OGT, la O-GlcNAcase est elle-même O-GlcNAc (Lazarus et al., 

2006). De nombreux partenaires de l’enzyme ont été mis évidence (Gao et al., 2001) tels que 
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les protéines de choc thermique Hsp110 et Hsc70, la culline ou encore la calcineurine. Le rôle 

des PTM et des partenaires dans l’activité et/ou la localisation subcellulaire de l’enzyme ne 

sont, malgré tout, pas connus. 

 

 

 

Figure 32 : les différents isoformes de la O-GlcNAcase. 
Chez l’homme, la non excision de l’intron 10 dévoile un codon STOP à l’origine d’une forme tronquée de 75 
kDa ne possédant plus le domaine HAT. L’Asp413 est la cible d’un clivage par la caspase 3. Chez le rat, 
l’excision de l’exon 8 ou des exons 8 et 9 simultanément génère une O-GlcNAcase de 90 et 84 kDa, 
respectivement, tronquée au niveau du domaine glucosaminidase 

 

ε.Les inhibiteurs de la O-GlcNAcase. 

 

Jusqu’en 2006, deux inhibiteurs de la O-GlcNAcase étaient principalement connus et 

utilisés in vivo : la streptozotocine (Roos et al., 1998) et le PUGNAc pour O-(2-acétamido-2-

déoxy-D-glucopyranosylidène) amino-N-phénylcarbamate (Dong et Hart, 1994 ; Haltiwanger, 

1998). Depuis deux ans, de nombreuses études concernant le développement de nouvelles 

molécules inhibitrices sont publiées : beaucoup d’entre-elles sont des dérivés du PUGNAc 

(Kim et al., 2006b ; Stubbs et al., 2006). On peut également citer la GlcNAc-thiazoline et ses 

dérivés (Knapp et al., 2007), la GlcNAcstatine (Dorfmueller et al., 2006) ou encore l’α-

GlcNAc-thiosulfonate (Kim et al., 2007). Malheureusement, l’efficacité de ces molécules n’a 

pas, pour la plupart d’entre elles, encore été validée in vivo. Récemment, une nouvelle 

molécule appelée Thiamet-G a été synthétisée et utilisée avec succès in vivo (Yuzwa et al., 
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2008). Cet inhibiteur très sélectif de la O-GlcNAcase est capable de traverser la barrière 

hémato-encéphalique et de provoquer une diminution de la phosphorylation de Tau. 

Beaucoup d’espoirs reposent sur cette molécule de nouvelle génération qui pourrait à plus ou 

moins long terme déboucher sur la conception de médicaments visant à ralentir la progression 

de la maladie d’Alzheimer. 

 

3) La voie de biosynthèses des hexosamines : source de l’UDP-GlcNAc. 

 

Comme il a été mentionné auparavant, le nucléotide-sucre donneur pour l’addition de O-

GlcNAc est l’uridine 5’-diphospho-N-acétylglucosamine ou UDP-GlcNAc. La synthèse de 

cet UDP-GlcNAc est assurée par la voie de biosynthèse des hexosamines ou HBP 

(« Hexosamine Biosynthetic Pathway ») à partir du glucose extracellulaire (Figure 33). Cette 

voie est hautement régulée puisqu’elle est très sensible aux fluctuations de concentrations en 

glucose et constitue donc un niveau supplémentaire de régulation des processus de O-

GlcNAc/dé-O-GlcNAc. 

On estime que 2 à 5% du glucose intracellulaire est dirigé à travers cette voie de 

biosynthèse (Zhivkov et al., 1975). C’est pourquoi, la culture des cellules en milieu 

hyperglucosé est une technique couramment employée pour augmenter artificiellement les 

niveaux de O-GlcNAc (Han et al., 2000 ; Walgren et al., 2003 ; Guinez et al., 2006). 

 Une fois entré dans la cellule grâce à des transporteurs spécifiques GLUT, le glucose 

est immédiatement phosphorylé par la glucokinase ou l’hexokinase pour former du glucose-6-

phosphate (G6P). Ce G6P pourra soit participer à la synthèse du glycogène, soit entrer dans la 

voie des pentoses phosphates, soit être épimérisé en fructose-6-phosphate (F6P) par la 

phosphoglucose isomérase. Ce F6P sera dirigé vers la glycolyse ou vers la voie HBP. Dans ce 

cas, le F6P devient le substrat de la glutamine : fructose-6-phosphate amido transférase 

(GFAT) enzyme clé et limitante de la voie HBP. La GFAT utilise la glutamine pour convertir 

le F6P en glucosamine-6-phosphate (GlcNH26P). Deux inhibiteurs de la GFAT sont 

couramment utilisés pour diminuer les niveaux de O-GlcNAc : l’azasérine et le DON (6-

diazo-5-oxo-norleucine). La régulation de l’activité de cette enzyme est complexe et n’est pas 

totalement comprise. La GFAT est inhibée par l’UDP-GlcNAc (Kornfeld, 1967) et 

potentiellement par la GlcNH26P (Broschat et al., 2002), ce qui constitue une boucle auto-

inhibitrice de l’enzyme. Deux isoformes de la GFAT présentant 75% d’homologie sont 

retrouvées chez les mammifères : la GFAT1 et la GFAT2. La sérine 205 de ces deux 

isoformes peut être phosphorylée par la PKA (Protéine Kinase dépendante de l’AMP 
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cyclique). De manière intriguante, cette phosphorylation est inhibitrice pour la GFAT1 

(Chang et al., 2000) alors qu’elle est activatrice pour la GFAT2 (Hu et al., 2004) ce qui 

suggère que les deux isoenzymes seraient exprimées toutes deux dans les mêmes tissus en 

même temps avec une proportion différente, ce qui impliquerait une synthèse minimale 

d’UDP-GlcNAc quelque-soit l’état d’activation de PKA. Récemment, il a été montré que la 

GFAT1 était phosphorylée in vitro sur la sérine 243 par l’AMPK (« 5’AMP activated Protein 

Kinase ») et la CaMKII (« Calcium/calmodulin dependent protein Kinase type II ») ce qui 

provoquait une augmentation de son activité enzymatique (Li et al., 2007).  

Une autre enzyme importante de la voie HBP est l’acétyltransférase Emeg32, une 

enzyme associée à la membrane plasmique (alors que la GFAT est cytoplasmique) (Boehmelt 

et al., 2000a). Cette enzyme utilise l’acétyl-coenzyme A (acétylCoA) pour convertir la 

GlcNH26P en N-acétylglucosamine-6-phosphate (GlcNAc6P) qui sera rapidement 

métabolisée en N-acétylglucosamine-1-phosphate (GlcNAc1P) puis en UDP-GlcNAc. Des 

études de « Knock-Out » de Emeg32 ont montré que celle-ci était indispensable pour le 

maintien correct des niveaux d’UDP-GlcNAc dans la cellule (Boehmelt et al., 2000b). 

Il est également possible de générer de l’UDP-GlcNAc à partir de la glucosamine qui 

court-circuite l’action de la GFAT : la glucosamine est convertie directement en GlcN6P qui 

pourra subir l’action de Emeg32. C’est pourquoi la glucosamine est aussi très employée pour 

augmenter les niveaux de O-GlcNAc cellulaire (Guinez et al., 2006, Champattanachai et al., 

2007). 

De nombreuses études ont permis de mettre en évidence des relations étroites entre 

dérégulation de la voie HBP, la O-GlcNAc et la résistance à l’insuline caractéristique du 

diabète de type II et seront discutées dans la partie « dérégulation des mécanismes de O-

GlcNAc et pathologies ». 
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Figure 33 : l’UDP-GlcNAc est synthétisé via la voie de biosynthèse des hexosamines (HBP) à partir du 
glucose intracellulaire. 
Après sa pénétration dans la cellule, le glucose est phosphorylé en G6P. Ce G6P pourra soit entrer dans la voie 
de biosynthèse du glycogène, soit dans la voie des pentoses phosphates ou encore être dirigé dans la voie HBP 
où il sera isomérisé en F6P. Ce F6P  entrera alors dans la glycolyse ou sera le substrat de la GFAT. L’UDP-
GlcNAc représente également un carrefour pour différentes voies métaboliques puisqu’il pourra servir de 
substrat à l’OGT mais aussi aux enzymes de la N- et O-glycosylation, de la synthèse des ancres GPI et des 
glycolipides. 
 

III. Fonctions associées à la O-GlcNAc. 

 

Depuis sa découverte, l’intérêt porté à la O-GlcNAc ne cesse d’augmenter comme en 

témoigne l’évolution du nombre de publications sur le sujet sur la période 1987-2007 

(Figure 34 ; à noter que pour la période janvier 2008- Août 2008, 58 articles sont à rajouter). 

A l’heure actuelle, plus de 600 protéines O-GlcNAc ont été identifiées. Ces protéines 

appartiennent à différentes classes incluant notamment  des facteurs de transcription, des 

kinases, des enzymes métaboliques ou encore des protéines du cytosquelette (Tableau III) . 

Elles interviennent dans de nombreux processus physiologiques suggérant une fonction 

possible de la O-GlcNAc à tous les niveaux de régulation de la vie cellulaire. A ce jour, les 

rôles joués par la O-GlcNAc ne sont pas entièrement déchiffrés mais néanmoins, de 

nombreuses études prouvent que la O-GlcNAcylation des protéines peut être impliquée dans 

i) la régulation de leur phosphorylation, ii) leur interaction avec des partenaires, iii) leur 

localisation subcellulaire, iv) leur dégradation. A ce titre, la O-GlcNAc prend une part active à 

la régulation de nombreux processus cellulaires comme la transcription, la réponse au stress, 

le développement ou encore le cycle cellulaire.  
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Figure 34 : évolution du nombre de publications sur la O-N-acétylglucosaminylation pour la période 1987- 
 
2007 (source : PubMed, mot clé : O-GlcNAc) 
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Tableau III : liste non exhaustive de protéines O-GlcNAc identifiées. 
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1) O-GlcNAc et phosphorylation : une relation complexe. 

 

L’identification des sites de O-GlcNAcylation sur certaines protéines a permis d’établir 

un lien étroit entre O-GlcNAc et phosphorylation. En effet, pour un certain nombre d’entre- 

elles, il a été montré que O-GlcNAc et phosphorylation pouvaient alterner sur un même 

résidu. Ces observations ont conduit à élaborer la théorie du « YinYang » qui stipule que la 

O-GlcNAc et la phosphorylation entrent en compétition pour les mêmes résidus de Ser/Thr 

modulant ainsi la fonction de la protéine (Figure 35A). C’est le cas de la Ser16 de la sous 

unité β du récepteur aux oestrogènes dont la modification influence l’activité et 

le « turnover » de la protéine (Cheng et al., 2000). Les Sérines 111 et 112 de l’antigène 

« grand T » du virus SV40 peuvent subir alternativement les deux types de PTM (Medina et 

al., 1998). Dans des modèles de rats diabétiques, il a été montré que la O-GlcNAcylation de la 

Sérine 1117 de l’oxyde nitrique synthétase endothéliale (eNOS) augmentait tandis que sa 

phosphorylation diminuait provoquant une inactivation de l’enzyme (Du et al., 2001 ; 

Federici et al., 2002 ; Musicki et al.,  2005).  

Plusieurs études sont venues renforcer la théorie du « YinYang » : une diminution des 

niveaux de O-GlcNAc a été observée dans des cellules traitées par des inhibiteurs de 

phosphatases (Lefebvre et al., 1999, Griffith et al., 1999). De plus, Wells et al. ont démontré 

une association entre l’OGT et la phosphatase PP1 (Wells et al., 2004). Lorsqu’il est purifié, 

ce complexe OGT/PP1bêta/gamma est capable d’engendrer une déphosphorylation suivie 

d’une O-GlcNAcylation de phospho-peptides substrats.  

D’autres études ont montré que la relation entre la phosphorylation et la O-GlcNAc ne 

se limitait pas seulement à ce « YinYang » sur le même résidu mais qu’elle pouvait être plus 

complexe : les deux PTM peuvent entrer en compétition sur des résidus de Ser/Thr adjacents 

ou distants, la PTM du premier résidu influençant la modification du deuxième (Figure 35B). 

C’est le cas par exemple de la synapsine I dont les sites de O-GlcNAc flanquent ceux de la 

phosphorylation dans le domaine d’interaction protéine-protéine (Cole et Hart, 1999) et la 

protéine p53 (Yang et al., 2006) dont la O-GlcNAcylation de la sérine 149 diminue la 

phosphorylation de la thréonine 155. 

 Il peut exister une relation encore plus complexe dans laquelle la compétition peut se 

faire à la fois, pour une même protéine, sur des mêmes résidus et sur des résidus distants 

(Figure 35C). On peut citer l’exemple du domaine carboxyterminal (CTD) de l’ARN 

polymérase II qui est intensivement O-GlcNAcylé et phosphorylé (Kelly et al., 1993 ; Comer 

et Hart 2001) et de c-myc (Chou et al., 1995, Kamemura et al., 2002). Le principal site de O-
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GlcNAcylation de l’oncoprotéine c-myc est localisé sur la thréonine 58, un résidu situé dans 

le domaine de transactivation et fréquemment muté dans les lymphomes (Chou et al., 1995). 

Dans cette étude, les auteurs ont montré que l’inhibition de la glycogène synthétase kinase 3 

(GSK3) provoquait une diminution de la phosphorylation de la Thr58 concomitante à une 

augmentation de sa O-GlcNAc. De plus, une mutation de la Sérine 62 (phosphorylable par la 

kinase Erk) a été corrélée à une augmentation de la O-GlcNAcylation de la thréonine 58 

(Kamemura et al., 2002). 

Récemment, Wang et al. ont observé que l’inhibition de la glycogène synthétase kinase 

3β (GSK3β) dans des cellules COS7 provoquait une augmentation de la O-GlcNAcylation de 

certaines protéines dont la vimentine pour laquelle un site de O-GlcNAc a été localisé sur la 

Ser55 (Wang et al., 2007). Cette sérine n’est pas phosphorylée mais la O-GlcNAc pourrait 

réguler la phosphorylation de la Ser56 et jouer un rôle dans la polymérisation de la protéine. 

De manière surprenante, les auteurs ont également observé une diminution de la O-GlcNAc  

pour d’autres protéines ce qui suggère que les deux modifications ne sont pas toujours 

antagonistes mais peuvent être synergiques ajoutant un niveau supplémentaire de complexité 

qui reste à clarifier (Figure 35D).  

 

 

 

Figure 35 : complexité de la relation O-GlcNAc/phosphorylation. 
A) compétition sur un même résidu, Théorie du « YinYang »  B) compétition ou co-existence sur des résidus 
adjacents. C) présence des 2 types de relation (A + B) sur la même protéine. D) accroissement de la complexité 
avec le nombre de sites pouvant être modifiés ainsi qu’une synergie d’action des deux PTM. 
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2) Modulation des interactions protéine-protéine par la O-GlcNAc. 

 

Si l’on considère la différence de charge existant entre un groupement phosphate 

(anionique) et le résidu de GlcNAc (neutre), il est aisé de penser qu’une protéine selon la 

PTM portée adoptera une conformation différente et interagira avec des partenaires différents. 

Le facteur de transcription Sp1 possède un domaine de transactivation de type « glutamine 

rich ». Ce domaine est important pour l’association entre Sp1 et TAF110 (« TATA- binding- 

protein associated factor110 ») et holo-Sp1. Roos et al. ont montré que le domaine de 

transactivation de Sp1 est O-GlcNAc et par des expériences de mutagénèse dirigée les auteurs 

ont prouvé que la O-GlcNAc empêche l’association de Sp1 avec ces deux partenaires (Roos et 

al., 1997). D’autres facteurs de transcription semblent être régulés de la même façon : la O-

GlcNAcylation de CREB (« C-AMP Responsive Element-Binding protein ») abolit son 

interaction avec TAFII130 (Lamarre-Vincent et al., 2003), la forme glycosylée de YY1 

(YinYang-1) n’interagit plus avec la protéine du rétinoblastome (pRb) (Hiromura et al., 

2003). A l’inverse, seule la forme glycosylée de STAT5 (« signal transducer and activator of 

transcription 5 ») se lie à CBP (« CREB-binding protein ») (Gewinner et al., 2004). Le résidu 

de O-GlcNAc porté par une protéine peut être reconnu spécifiquement par certaines autres 

protéines. L’existence d’une telle activité de type lectinique a été mis en évidence chez la 

famille des protéines de choc thermique de 70 kDa : Hsc70 (Lefebvre et al., 2001) et Hsp70 

(Guinez et al., 2004). L’activité lectinique d’Hsp70 varie selon l’état nutritionnel de la cellule 

(Guinez et al., 2006) et peut être induit par différents stress cellulaires, l’inhibition du 

protéasome ou encore le mauvais repliement protéique (Guinez et al., 2007).  

 

3) Influence de la O-GlcNAc sur la localisation subcellulaire des protéines 

 

Plusieurs observations ont conduit à émettre l’hypothèse selon laquelle la O-GlcNAc 

joue un rôle dans la localisation nucléaire des protéines soit en constituant un nouveau signal 

de localisation nucléaire (autre que la séquence NLS d’adressage au noyau) soit en permettant 

une rétention nucléaire de la protéine. Cependant, les mécanismes exacts ne sont pas connus 

et restent controversés. 

Des premières études ont mis en évidence que plusieurs nucléoporines, protéines 

associées au complexe du pore nucléaire et indispensables au transport nucléaire, sont O-

GlcNAcylées (Hanover et al., 1987 ; Holt et al., 1987 ; Snow et al., 1987 ; Park et al., 1987) 
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et que la WGA (« Wheat Germ Agglutinin », lectine reconnaissant les résidus de O-GlcNAc) 

provoque une inhibition du transport nucléaire en liant les résidus de O-GlcNAc des 

nucléoporines (Finlay et al., 1987). Cependant, cette inhibition de transport par la WGA a été 

attribuée par la suite à un encombrement stérique provoqué par la lectine plutôt qu’à un effet 

réellement imputée à la O-GlcNAc même (Miller et Hanover, 1994). 

D’autres études ont montré, notamment pour certains facteurs de transcription, que la 

forme nucléaire est préférentiellement O-GlcNAc. C’est le cas pour c-myc (Kamemura et al., 

2002), Stat5A (Gewinner et al., 2004 ; Nanashima et al., 2005), Pax-6 (Lefebvre et al., 2002), 

Elf-1 (Juang et al., 2002), Sp1 (Dauphinée et al., 2005 ; Majumdar et al., 2006 ) et Neuro-D1 

(Andrali et al., 2007). De plus, des expériences de modulations des niveaux de O-GlcNAc 

intracellulaires ont conforté le rôle de la O-GlcNAc dans la localisation nucléaire. Dans des 

cellules neuronales, l’acide okadaïque, un inhibiteur de phosphatases provoque une 

hyperphosphorylation de tau associée à une diminution de sa O-GlcNAc et de sa localisation 

nucléaire (Lefebvre et al., 2003). Le « knock-down » de l’OGT par la technique de l’ARN 

interférent (RNAi) dans des cellules de lymphome entraîne une relocalisation de Sp1 dans le 

cytosol (Dauphinée et al., 2005). Dans des cellules de souris MIN6, une translocation 

nucléaire de NeuroD1 a été observée suite à un traitement des cellules par le glucose ou après 

inhibition de la O-GlcNAcase par le PUGNAc tandis que le « knock-down » de l’OGT par 

RNAi empêche cette translocation (Andrali et al., 2007). Gandy et al. ont montré que la 

serine/thréonine kinase Akt1 est O-GlcNAc dans des cellules de neuroblastome et que le 

PUGNAc provoque une accumulation nucléaire de l’enzyme (Gandy et al., 2006). Cependant, 

le « knock-out » de l’OGT chez C. elegans ne semble pas affecter le transport nucléaire 

(Hanover et al., 2005). Enfin, il existe des exemples où la O-GlcNAc favorise la forme 

cytosolique de certaines protéines, c’est le cas de la β-caténine (Sayat et al., 2008) 

 

4) La O-GlcNAc, protectrice de la dégradation protéasomale ? 

 

La protéolyse est un processus essentiel pour la fonction et la viabilité des cellules. Le 

principal mécanisme de dégradation des protéines est assuré par le système de l’ubiquitine-

protéasome (UPS, « Ubiquitin-Proteasome-System ») (Figure 36). L’UPS assure la 

dégradation des protéines mal conformées, oxydées, mutées ou endommagées et joue un rôle 

clé dans le contrôle des niveaux intracellulaires de nombreuses protéines impliquées 

notamment dans le cycle cellulaire (les cyclines), la transcription, l’apoptose ou la réponse 

immunitaire. L’un des mécanismes permettant d’adresser une protéine vers la dégradation 
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protéasomale repose sur la présence d’une séquence spécifique appelée PEST, région riche en 

résidus de Pro (P), Glu (E), Ser (S) et Thr (T), activée le plus souvent par phosphorylation. 

D’autres séquences également activables par phosphorylation, comme la boîte de destruction 

(D-box, « destruction box ») ou la KEN-box, dirigent les protéines vers cette voie de 

dégradation. Les protéines ainsi étiquetées pour la dégradation sont alors modifiées par une 

chaine de polyubiquitine via un processus enzymatique en trois étapes impliquant 

successivement une enzyme d’activation de l’ubiquitine (E1), une enzyme de conjugaison de 

l’ubiquitine (E2) puis une ubiquitine ligase (E3) qui transfert le résidu d’ubiquitine activé sur 

la protéine cible. La protéine cible alors polyubiquitinylée se dirige vers le protéasome 26S où 

elle perdra sa conformation puis sera dégradée en peptides de 3 à 22 acides aminés. 

La O-GlcNAc altère la dégradation des protéines à deux niveaux : en augmentant la 

demi-vie des protéines et en inhibant l’activité du protéasome (Figure 36). Une régulation de 

la voie de l’ubiquitinylation par la O-GlcNAc vient également d’être mise en évidence. 

 

a) La O-GlcNAc augmente la demi-vie des protéines. 

 

Le facteur de transcription Sp1 sous sa forme hypoglycosylé (suite à une carence en 

sérum) est rapidement dégradé par le protéasome. En revanche, le traitement des cellules au 

glucose ou à la glucosamine induit une hyperglycosylation de Sp1 associée à une protection 

de la protéine contre la dégradation (Han et Kudlow, 1997). Récemment, une autre étude a 

démontré dans des fibroblastes humains, qu’un traitement à la nicotinamide induisait une 

diminution de la O-GlcNAc de Sp1 et une augmentation de sa dégradation (Lee et al., 2008). 

Une régulation de la demi-vie du récepteur aux oestrogènes bêta murin (mERβ) par la 

balance phospho/O-GlcNAc a été suggérée. En effet, le mERβ peut être alternativement O-

GlcNAcylé ou phosphorylé sur la Ser16, résidu localisé dans une séquence PEST (Cheng et 

al., 2000). La mutation de cette sérine en acide glutamique, qui mime une forme 

constitutivement phosphorylée, est plus vite dégradée alors qu’un autre mutant de cette sérine 

non phosphorylable possède une durée de vie plus longue (Cheng et Hart, 2001). 

La plakoglobine est O-GlcNAcylé sur la Thr14, résidu proche de sa D-box dont la 

phosphorylation induit la dégradation. De la même manière que pour le récepteur aux 

oestrogènes, la mutation de la Thr14 en un résidu non phosphorylable conduit à une forme 

plus stable (Hatsell et al., 2003). 
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Il a également été montré que la O-GlcNAc de p53 sur la Ser149 diminue la 

phosphorylation de la Thr55 par le COP9 signalosome provoquant ainsi une diminution de 

l’ubiquitinylation de la protéine (Yang et al., 2006). 

 

b) Le protéasome est lui même O-GlcNAc. 

 

Sümegi et al. ont démontré que le protéasome 26S de drosophile est O-GlcNAc à la fois 

dans sa partie catalytique 20S (9 protéines sur 14 sont O-GlcNAc) et sa partie régulatrice 19S 

(5 protéines sur 19 sont O-GlcNAc) (Sümegi et al., 2003). Ces résultats ont été confirmés 

chez les mammifères (Zhang et al., 2003). Dans cette étude, les auteurs ont pu mettre en 

évidence une corrélation entre O-GlcNAc et activité du protéasome : 1) in vitro, la O-

GlcNAcylation du protéasome diminue la dégradation en affectant l’activité ATPasique de la 

sous-unité 19S en particulier l’ATPase Rpt2 et en inhibant l’activité peptidase de la sous-unité 

20S de lapin ; 2) le « knock-down » de l’OGT par RNAi entraîne une augmentation de 

l’activité du protéasome dans des cellules NRK alors que 3) la O-GlcNAcase active le 

protéasome dans des extraits nucléaires de ces cellules. 

 

c) Relation Ubiquitine/O-GlcNAc. 

 

Ce point a fait l’objet d’une publication, jointe en annexe : Guinez C, Mir AM, 

Dehennaut V, Cacan R, Harduin-Lepers A, Michalski JC, Lefebvre T. (2008). « Protein 

ubiquitination is modulated by O-GlcNAc glycosylation » FASEB J. 22(8):2901-11 

 

Dans cette étude, notre équipe a démontré que l’augmentation des niveaux de O-

GlcNAc dans des cellules HeLa et HepG2 (par un traitement à la glucosamine ou au 

PUGNAc) est associé à une augmentation de l’ubiquitinylation tandis qu’une diminution de la 

O-GlcNAc (par la déprivation des cellules en glucose, traitement à la forskoline ou RNAi sur 

l’OGT) provoque une diminution concomitante de l’ubiquitine. Nous avons également 

démontré qu’E1 était O-GlcNAc. Ces résultats suggèrent que la O-GlcNAc, dans certaines 

conditions, pourrait favoriser la dégradation protéique par déclenchement de la voie de 

l’ubiquitine-protéasome, via notamment la glycosylation de E1. 
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Figure 36 : régulation du système Ubiquitine-Protéasome par la O-GlcNAc.  
La O-GlcNAc régule la dégradation des protéines à différents niveaux : 1°/ Elle peut empêcher la 
phosphorylation des protéines sur des séquences particulières d’adressage au protéasome (rectangle jaune). 2°/ 
La O-GlcNAcylation des sous-unités 20S et 19S du protéasome est inhibitrice. 3°/ La O-GlcNAc régulerait la 
voie de l’ubiquitinylation et vice versa peut-être via la O-GlcNAcylation de E1, l’enzyme d’activation de 
l’ubiquitine. 
 

5) Régulation de la transcription par la O-GlcNAc. 

 

L’ARN polymérase II ainsi que de nombreux facteurs de transcription sont O-GlcNAc 

(Tableau III). Comme nous l’avons précédemment mentionné, pour beaucoup d’entre eux, la 

O-GlcNAc est associée à une modification des interactions avec leurs partenaires, à une 

relocalisation nucléaire de la protéine et peut également altérer leur dégradation. Ainsi la O-

GlcNAc peut réguler (positivement ou négativement) l’activité transcriptionnelle de manière 

plus ou moins directe et à plusieurs niveaux, le tout dépendant du promoteur impliqué et des 

partenaires associés. 

Prenons le cas du facteur de transcription Sp1 qui reste à ce jour la protéine pour 

laquelle les rôles de la O-GlcNAc ont été les plus étudiés. Sp1 est impliqué dans la régulation 

de la transcription de nombreux gènes domestiques mais est également activé au cours de 

divers processus comme le cycle cellulaire, l’apoptose, la différentiation ou la réponse  
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immunitaire et possède donc de nombreux gènes cibles. Sa glycosylation a de multiples effets 

sur son activité transcriptionnelle. La O-GlcNAc va avoir des effets différents selon la 

localisation du site modifié, le type cellulaire considéré, le gène cible impliqué. Ces fonctions 

sont résumées dans le Tableau IV. 

 

Tableau IV : influence de la O-GlcNAc sur l’activité transcriptionnelle de Sp1. 
 

 

 

Le domaine carboxyterminal (CTD) de l’ARN polymérase II est constitué de 52 

répétitions en tandem de la séquence consensus Y-S-P-T-S-P-S. Ce domaine devient 

intensivement phosphorylé lors de la transition entre initiation de la transcription et 

élongation. Ce domaine contient également de nombreux résidus de O-GlcNAc (Kelly et al., 

1993) et les deux PTM s’excluent mutuellement (Comer et Hart, 2001). Il semblerait que la 
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O-GlcNAc permettrait de garder l’enzyme en phase d’initiation.La déglycosylation suivie 

d’une phosphorylation permettrait ensuite le passage en phase d’élongation. Cette hypothèse 

est renforcée par le fait que l’OGT peut former un complexe avec le co-répresseur 

transcriptionnel mSin3A. Ce complexe recrute alors les histones déacétylases (HDAC) au 

niveau des promoteurs (Yang et al., 2002). Ce complexe réprimerait donc la transcription 

d’une part par déacétylation des histones (provoquant ainsi une condensation de la 

chromatine) et d’autre part par O-GlcNAcylation de l’ARN polymérase II et des facteurs de 

transcription. La O-GlcNAcase, à l’inverse, pourrait donc favoriser la transcription dans le 

sens où elle viendrait contrecarrer l’effet de l’OGT mais aussi, via son activité histone 

acétyltransférase (HAT) (Toleman et al., 2004), permettrait une décondensation de la 

chromatine. D’ailleurs, il a été décrit que l’OGT et la O-GlcNAcase pouvaient faire partie 

d’un complexe unique appelé le O-GlcNAczyme (Whisenhunt et al., 2006). 

 

6) Rôle de la O-GlcNAc dans la réponse au stress. 

 

a) La O-GlcNAc, un senseur du stress cellulaire. 

 

Une des premières réponses de la cellule face au stress (nutritionnel, osmotique, 

alcoolique, oxydatif, thermique) consiste en une modulation rapide des niveaux de O-GlcNAc 

favorisant la survie cellulaire. Selon le type de stress et le type cellulaire considéré, il a été 

observé, soit une augmentation de la O-GlcNAc, soit une diminution (Zachara et al., 2004 ; 

Sohn et al., 2004 ; Guinez et al., 2004, 2006, 2007) suggérant de multiples rôles de la O-

GlcNAc dans la résistance au stress. Par exemple, dans des cellules COS7, CHO ou Hep3b, le 

stress thermique provoque une augmentation des niveaux de O-GlcNAc (Zachara et al., 2004) 

alors qu’il est associé à une diminution de la glycosylation dans des cellules HeLa ou HepG2 

(Guinez et al., 2007). La déprivation des cellules en glucose augmente les niveaux de O-

GlcNAc dans les cellules HeLa alors qu’elle la diminue dans les cellules HepG2 (Guinez et 

al., 2006, 2007). 

La diminution des niveaux de O-GlcNAc par inhibition de l’OGT (« knock-out » ou 

RNAi) ou par blocage de la voie HBP sensibilise la cellule au stress (Zachara et al., 2004 ; 

Sohn et al., 2004). A l’inverse, l’augmentation des niveaux de O-GlcNAc par surexpression 

de l’OGT ou inhibition de la O-GlcNAcase rend les cellules plus thermo-résistantes (Zachara 

et al., 2004). Dans cette étude, les auteurs ont également démontré une induction de 

l’expression et une augmentation de la stabilité des protéines de choc thermiques Hsp40 et 
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Hsp70. Suite à un stress, de nombreuses protéines adoptent une mauvaise conformation 

(potentiellement toxique pour la cellule) et exposent alors des segments hydrophobes à la 

surface aboutissant à une agrégation des protéines qui peut conduire à la mort cellulaire. Les 

protéines de choc thermique agissent dans ces conditions comme des chaperons moléculaires 

aidant à la remise en conformation des protéines. Si cette tentative échoue, les Hsp dirigent la 

protéine vers la dégradation protéasomale. Guinez et al. ont montré que de nombreux types de 

stress étaient à l’origine d’une augmentation de l’activité lectinique d’Hsp70 envers les 

résidus de O-GlcNAc (Guinez et al., 2004, 2006, 2007) et que cette activité était 

particulièrement forte  après traitement des cellules par des analogues d’acides aminés 

(provoquant une mauvaise conformation des protéines) ou suite à l’inhibition du protéasome 

(Guinez et al., 2007). Ces études tendent à démontrer que, lors d’un stress, les protéines mal 

conformées seraient glycosylées, ainsi reconnues par Hsp70 qui pourrait dès lors jouer son 

rôle de chaperon moléculaire. 

 

b) la O-GlcNAc, un puissant cardioprotecteur. 

 

Depuis deux ans, une série de travaux a démontré un rôle majeur de la O-GlcNAc dans 

la capacité du système cardiovasculaire à faire face à divers traumatismes comme l’ischémie-

reperfusion (I/R), le traumatisme hémorragique (TH) ou la destruction de l’endothélium des 

vaisseaux sanguins. 

 

α. cas de l’ischémie-reperfusion (I/R). 

 

L’ischémie correspond à une diminution de l’apport sanguin dans les organes 

provoquant une baisse d’oxygénation des tissus et des apports en nutriments. La reperfusion 

constitue le retour du sang vers les organes ischémiques. Lorsque la circulation reprend, plutôt 

qu’une restauration des fonctions normales, il peut se produire une réaction inflammatoire et 

un stress oxydatif à l’origine de l’apoptose des cellules. Il a été montré sur des cœurs isolés de 

rat, qu’un prétraitement à la glutamine ou à la glucosamine avant l’induction d’une I/R 

induisait une augmentation des niveaux de O-GlcNAc associée à un meilleur recouvrement 

des fonctions cardiaques (Liu et al., 2006 ; Liu et al., 2007a ; Fülop et al., 2007). A l’inverse, 

un prétraitement à l’alloxane ou à l’azaserine (inhibiteur de la GFAT) entraîne une diminution 

de la O-GlcNAc et réverse la protection (Liu et al., 2006 ; Liu et al., 2007a). Dans ces 

modèles, la protection apportée par la O-GlcNAc régulerait la phosphorylation de la kinase 
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p38MAPK normalement induite suite à l’ischémie (Fülop et al., 2007). Liu et al. ont 

également testé les bénéfices d’un traitement à la glucosamine ou au PUGNAc, pendant la 

reperfusion (Liu et al., 2007b). Dans ces conditions, la O-GlcNAc ainsi que le recouvrement 

des fonctions cardiaques augmentent. Dans cette étude, les auteurs ont observé une 

diminution du taux de troponine, une diminution de la protéolyse par la calpaïne de l’alpha-

fodrine et de la calmoduline kinase II (CaMKII) suggérant que la O-GlcNAc agirait via une 

inhibition de la réponse au stress contrôlée par le calcium. Des résultats similaires ont été 

obtenus sur des myocytes ventriculaires de rats néonataux. Le prétraitement des cellules au 

glucose, à la glucosamine ou au PUGNAc provoquent une augmentation de la O-GlcNAc et 

de la viabilité cellulaire corrélée à une diminution de l’apoptose et de l’activation de la 

calcineurine tandis que l’alloxane exacerbe les effets de l’I/R (Champattanachai et al., 2007). 

La surexpression de l’OGT dans ces myocytes diminue le traumatisme de l’I/R fournissant 

une preuve directe du rôle de la O-GlcNAc dans la cardioprotection (Champattanachai et al., 

2008). Dans cette étude l’élévation du taux de O-GlcNAc a été corrélée à une diminution de la 

perte du cytochrome C, de la perte du potentiel mitochondrial et une augmentation du facteur 

anti-apoptotique Bcl-2 suggérant un contrôle de l’apoptose par la glycosylation. 

 

β. Cas du traumatisme hémorragique (TH). 

 

Les effets bénéfiques de la O-GlcNAc ont été testés chez le rat après induction d’un 

traumatisme hémorragique (comme par exemple le retrait de 55% du volume sanguin) suivi 

ou non d’un replacement de fluide. L’administration de glucosamine ou de PUGNAc pendant 

le replacement de fluide améliore le recouvrement des fonctions cardiaques mais aussi la 

reperfusion d’autres organes comme le cerveau, le foie et les reins dans lesquels le niveau de 

O-GlcNAc augmente (Yang et al., 2006 ; Zou et al., 2007). L’augmentation des niveaux de 

O-GlcNAc dans ces études est corrélé à une diminution de l’expression des cytokines 

inflammatoires IL-6 et TNFα. Les mêmes effets bénéfiques de la glucosamine sur les niveaux 

de O-GlcNAc et la survie ont été observés lors de TH non suivi de replacement de fluide (Nöt 

et al., 2007). 
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χ. Cas de la destruction de l’endothélium. 

 

Chez le rat, un traumatisme de l’artère carotide induit rapidement une diminution des 

niveaux de O-GlcNAc ainsi qu’une augmentation de facteurs pro-inflammatoires (Xing et al., 

2008). L’injection par intraveineuse de glucosamine ou de PUGNAc avant le traumatisme 

provoque une augmentation des niveaux de O-GlcNAc et diminue la réponse inflammatoire. 

 

7) O-GlcNAc et développement. 

 

Le « knock-out » de l’OGT chez la souris est létal pour l’embryon et les cellules souches 

embryonnaires (Shafi et al., 2000). De même, des techniques de « knock-out » conditionnel 

de l’OGT ont également provoqué la mort de l’embryon 4 à 5 jours après l’implantation 

(O’Donnel et al., 2004). Ces études prouvent le rôle essentiel des phénomènes de O-

GlcNAcylation au cours du développement embryonnaire. Le rôle vital de la O-GlcNAc a 

également été suggéré chez la souris par des études d’invalidation de gène codant des 

enzymes de la voie HBP, fournisseur de l’UDP-GlcNAc. Le « knock-out » de Emeg32 

entraîne un retard de développement des embryons suivis de leur mort 7,5 jours post-

fécondation (Boehmelt et al., 2000b). Dans cette étude, les auteurs ont montré que les niveaux 

de O-GlcNAc étaient fortement diminués dans des fibroblastes embryonnaires Emeg32-/- alors 

que la N-Glycosylation était normale. Le « knock-out » de la phosphoglucomutase 3 (Pgm3) 

qui assure l’interconversion entre  la GlcNAc6P et la GlcNAc1P (Figure 33) provoque une 

diminution des niveaux d’UDP-GlcNAc et la mort des embryons avant l’implantation (Greig 

et al., 2007). Les souris pour lesquelles la Pgm3 est présente à des niveaux plus faibles sont 

stériles et présentent de graves défauts d’hématopoïèse qui ont été corrélés à une diminution 

des niveaux de O-GlcNAc dans les cellules sanguines. En revanche, de manière intrigante, le 

« knock-out » de l’OGT et de la O-GlcNAcase chez C. elegans, ne semble pas affecter les 

processus de développement (Hanover et al., 2005; Forsythe et al., 2006) mais dans ces 

études l’allèle considéré comme nul pour l’OGT code une OGT tronquée uniquement dans 

son domaine « linker » et donc potentiellement active même si les auteurs affirment qu’un tel 

ARNm aberrant ne serait pas traduit. 

Chez le poisson zèbre Danio rerio, six variants d’épissage de la zOGT ont été retrouvés 

(var1-6). Ces variants sont régulés d’un point de vue transcriptionnel au cours de 

l’embryogenèse précoce notamment lors de la mise en place des mouvements 
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morphogénétiques (Sohn et Do, 2005). En effet, var 1 et 2 disparaissent à ce stade alors que 

l’expression de var 3 et 4 augmente. 

 

8) O-GlcNAc et cycle cellulaire. 

 

Une implication de la O-GlcNAc dans la régulation du cycle cellulaire a d’abord été 

suggérée au cours de l’activation de lymphocytes T ou de cellules-T hybrides par des facteurs 

mitogènes (Kearse et Hart, 1991b). Les auteurs ont observé une augmentation rapide et 

transitoire de la O-GlcNAc pour plusieurs protéines nucléaires et une diminution pour 

certaines protéines cytosoliques.  

L’activité du facteur de transcription Sp1 est régulée de manière cycle-dépendante 

essentiellement par des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation. Par exemple, en 

phase G1, la phosphorylation de Sp1 stimule la transcription de la dihydrofolate réductase 

(Grinstein et al., 2002) et sa phosphorylation en phase G2 par le complexe cdk2/cyclinA 

stimule la transcription de la phosphocholine-cytidyltransférase (CTP) α (Banchio et al., 

2006). Dans différents types cellulaires incluant des lymphocytes T primaires humains, des 

firoblastes (lignée NIH-3T3) ainsi que plusieurs lignées de cellules tumorales mammaires et 

pancréatiques, il a été montré que durant l’interphase des cellules (G1/S/G2), Sp1 est la cible 

d’une déphosphorylation par la phosphatase PP2A tandis qu’une phosphorylation de la 

protéine associée à une diminution de sa fixation à l’ADN se produit dans des cellules 

mitotiques (Vicart et al., 2006 ; Lacroix et al., 2002). Les auteurs ont pu identifier la Ser59 

comme étant la cible de PP2A et de manière intrigante, ils ont prouvé que l’état de 

phosphorylation de ce résidu contrôle l’état de phosphorylation et de O-GlcNAc d’autres 

résidus.  Ces résidus pourraient être localisés dans le domaine de fixation à l’ADN pour 

empêcher la fixation de Sp1 sur la chromatine condensée au cours de la mitose (Vicart et al., 

2006).  

L’hypothèse d’une implication de la O-GlcNAc dans la division cellulaire a été 

renforcée par plusieurs travaux démontrant qu’une perturbation du bon déroulement du cycle 

était associé à un changement de O-GlcNAcylation et vice versa que la perturbation de la 

dynamique de la O-GlcNAc influence la progression du cycle. 

 Dans une lignée de cellules coliques humaines (cellules HT29), l’arrêt du cycle 

cellulaire à la transition G2/M provoquée par la colcémide ou par des agents déstabilisateurs 

des microtubules comme le nocodazole ou l’acide okadaïque entraîne une augmentation de la 

O-GlcNAcylation des cytokératines K8 et K18 (Haltiwanger et Philipsberg, 1997 ; Chou et 
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Omary 1994, 1993). Cette glycosylation diminue si le blocage est levé et elle n’est pas 

provoquée suite à la synchronisation des cellules en phase S par l’aphidicholine (Chou et 

Omary 1994, 1993). 

Chez le Xénope, la substitution (« capping ») des résidus de O-GlcNAc par la micro-

injection de galactosyltransférase (modifiant les résidus de O-GlcNAc en N-acétyllactosamine 

pouvant ainsi perturber l’hydrolyse du résidu de O-GlcNAc ou les interactions protéine-

protéine) inhibe l’entrée en phase M des ovocytes (Fang et Miller, 2001). In vitro, ce 

« capping » empêche la formation des asters et également la transition de la phase M vers la 

phase S attestée par l’absence d’une décondensation de la chromatine et de reformation de 

l’enveloppe nucléaire.  

Il a été démontré que la glucosamine-6-phosphate acétyltransférase Emeg32 (Figure 33), 

s’accumule à la transition G2/M et peut être co-purifiée dans des cellules d’insectes avec 

p97/VCP, une AAA-ATPase impliquée dans la reformation de l’appareil de Golgi à partir des 

amas mitotiques golgiens (Boehmelt et al., 2000a ; Rabouille et al., 1995). L’invalidation de 

Emeg32 dans des fibroblastes embryonnaires de souris conduit à une diminution des niveaux 

d’UDP-GlcNAc et de O-GlcNAc associés à une diminution de la prolifération cellulaire 

(Boehmelt et al., 2000b). Cette chute de prolifération n’est pas due à une augmentation de 

l’apoptose des cellules et peut être prévenue par une réintroduction de l’enzyme dans les 

cellules ou par un traitement des cellules invalidées à la glucosamine.  

L’invalidation de l’OGT dans ce même type cellulaire entraîne une baisse du taux de 

prolifération concomitante à une augmentation de l’expression de p27, un inhibiteur du cycle 

cellulaire (O’Donnell et al., 2004). 

Récemment, une étude détaillée de la relation entre O-GlcNAcylation et cycle cellulaire a 

été réalisée dans des cellules HeLa et des pré-adipocytes 3T3-L1 (Slawson et al., 2005). Les 

auteurs ont utilisé le PUGNAc pour inhiber la O-GlcNAcase. Ils ont alors observé une 

progression plus lente des cellules dans le cycle plus particulièrement prononcée à la phase S 

et à la transition G2/M. A l’inverse, l’inhibition de la GFAT par le DON (6-diazo-5-

oxonorleucine) provoque une augmentation des niveaux de O-GlcNAc et une progression des 

cellules plus rapide en phase S et G2/M alors que la phase G1 est retardée. Etonnamment, 

l’induction d’une augmentation des niveaux de O-GlcNAc semble provoquer une 

augmentation de l’expression de la O-GlcNAcase. Inversement, l’expression de l’OGT est 

plus élevée dans les cellules traitées au DON. Il semblerait donc que la cellule cherche à 

rétablir un certain équilibre de glycosylation indispensable au bon déroulement du cycle. La 

surexpression de l’OGT ou de la O-GlcNAcase provoque le même effet à savoir un retard 
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dans la sortie de phase M. Cette observation renforce l’existence d’un tel état d’équilibre et  

suggère que sa perturbation dans un sens ou dans l’autre est délétère et active les points de 

contrôle du cycle. Cependant, les mécanismes activés selon que l’on surexprime l’une ou 

l’autre de ces enzymes semblent être différents. La surexpression de la O-GlcNAcase retarde 

l’apparition des phosphorylations mitotiques et l’expression des cyclines. Au contraire, la 

surexpression de l’OGT prolonge l’expression des cyclines et ces cellules présentent de 

graves défauts de cytokinèse entraînant l’apparition d’aneuploïdies. Au cours de la 

cytokinèse, les auteurs ont observé par microscopie confocale, une très forte concentration de 

l’OGT au niveau du « midbody ». Cette zone assurant l’individualisation des deux cellules 

filles consiste en un assemblage de plus de 500 protéines différentes (Skop et al., 2004) où se 

chevauchent les microtubules émanant des deux pôles du fuseau. On peut donc penser que les 

niveaux de O-GlcNAc de certaines protéines du « midbody » sont essentiels à une cytokinèse 

correcte. De plus, la même équipe a très récemment mis en évidence l’existence d’un 

complexe transitoire entre OGT, O-GlcNAcase, la kinase Aurora A et la phosphatase PP1 au 

cours de la phase M (Slawson et al., 2008). Ce complexe s’associerait au midbody et serait à 

l’origine d’une alternance entre phosphorylation et O-GlcNAcylation de la vimentine, une 

protéine des filaments intermédiaires. 

 

IV. Dérégulation des mécanismes de O-GlcNAc et pathologies. 

 

Comme nous venons de le voir, la O-GlcNAc intervient à tous les niveaux de la vie 

cellulaire. Il est donc aisé de penser que des dérégulations des mécanismes de O-

GlcNAcylation puissent être impliquées dans l’étiologie de certaines pathologies. De 

nombreuses études tendent à démontrer une telle implication de la glycosylation dans la 

résistance à l’insuline associée au diabète de type II, les maladies neurodégénératives et le 

cancer. 

 

1) O-GlcNAc, résistance à l’insuline et diabète de type II.  

 

Bien qu’une mauvaise hygiène de vie (sédentarité, mauvaises habitudes alimentaires…) 

favorisant le surpoids et l’obésité semblent être des facteurs de prédispositions au diabète de 

type II dont la caractéristique majeure est l’hyperglycémie chronique, le développement de 

cette maladie reste mal compris. 
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Produite par le pancréas (Figure 37A), l’insuline a pour mission de réguler le taux de 

glucose circulant, en favorisant son entrée dans les cellules ainsi que sa conversion en 

glycogène (Figure 37B). Le diabète de type II résulte en partie du phénomène dit de 

« résistance à l’insuline » retrouvé dans les cellules béta pancréatiques, le foie, les adipocytes 

et les muscles squelettiques. Cette résistance à l’insuline se traduit par une inhibition du 

transport du glucose à l’intérieur des cellules provoquant donc une hyperglycémie et une 

inhibition de la synthèse du glycogène dans le muscle squelettique, le tissu adipeux et le foie. 

Dans les stades précoces de la maladie, cette hyperglycémie hyper-stimule le pancréas, qui 

augmente la sécrétion d’insuline pour maintenir des taux normaux de glucose sanguin. 

Cependant, au bout d’un certain nombre d’années d’évolution, le pancréas s’épuise 

provoquant une hyperglycémie chronique. Cette hyperglycémie chronique accentue les 

phénomènes de perturbation de sécrétion et d’action de l’insuline : on parle alors résistance à 

l’insuline.  

La résistance à l’insuline couplée à la toxicité du glucose est également responsable de 

complications diabétiques telles que les problèmes cardio-vasculaires, les rétinopathies, les 

néphropathies ou encore les troubles érectiles. 

De nombreuses études ont permis d’établir que la voie HBP représentait le lien entre 

hyperglycémie et mise en place de la résistance à l’insuline, définissant cette voie comme un 

senseur nutritionnel. Plusieurs travaux tendent également à démontrer que les variations de 

flux au travers de la voie HBP se traduisent par des variations des niveaux de O-GlcNAc et 

plus particulièrement des protéines impliquées dans la voie de signalisation de l’insuline. 

 

 

 

 



GénéralitésGénéralitésGénéralitésGénéralités 

 

 
Figure 37 : régulation de la concentration en glucose sanguin par l’insuline. 
A. l’augmentation de la concentration en glucose dans le sang stimule la synthèse et la sécrétion de l’insuline 
dans les îlots pancréatiques. La fixation de l’insuline sur son récepteur provoque son autophosphorylation et le 
recrutement de la protéine IRS-1 (« insulin receptor substrate 1 »). IRS-1 active la PI3K (« phosphatidylinositol 
3 kinase ») qui transforme le PIP2 (phosphatidylinositol 4, 5 biphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol 3, 4, 5 
triphosphate). La PDK-1 (« phosphatidylinositol dependent kinase ») est alors activée et phosphoryle la protéine 
kinase B encore appelée Akt. L’activation d’Akt permet la translocation des transporteurs du glucose GLUT4 à 
la membrane plasmique ce qui favorise donc l’entrée du glucose dans la cellule. Cette augmentation de glucose 
intracellulaire va provoquer la synthèse d’insuline. B. Dans les muscles, le tissu adipeux et le foie, l’activation 
d’Akt permet également l’entrée du glucose dans la cellule. De plus, une autre cible d’Akt est la GSK3 
(« glycogen synthase kinase 3 ») qu’elle inhibe favorisant ainsi l’activité de la glycogène synthètase (GS) et donc 
le stockage du glucose sous forme de glycogène. C. Dans le foie, la voie de signalisation de l’insuline inhibe 
également la néoglucogenèse notamment par séquestration cytoplasmique du facteur de transcription FoxO1 et 
du co-activateur CRTC2 qui ne peuvent donc pas assurer la transcription des gènes de la  Glucose-6-phosphatse 
(G6Pase) et de la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPKC). 
La résistance à l’insuline se caractérise par une incapacité de l’insuline à déclencher sa voie de signalisation et 
conduit à une hyperglycémie chronique caractéristique du diabète de type II. L’intervention de la voie HBP et de 
la O-GlcNAc dans la mise en place de ces phénomènes est discutée dans le texte. 

 

a) Voie HBP et résistance à l’insuline. 

 

La première preuve d’une implication de la voie HBP dans la résistance à l’insuline a été 

apportée en 1991 par Marshall et ses collaborateurs. Ces auteurs ont montré que la mise en 

place de la résistance à l’insuline nécessite trois composants : l’insuline, le glucose et la 
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glutamine (un des substrats de la GFAT) puisque si l’un de ces composants est absent, aucune 

résistance à l’insuline n’est observée (Marshall et al., 1991).  Dans cette étude, les auteurs ont 

observé une diminution du transport du glucose dans des adipocytes cultivés en milieu 

hyperglucosé qui pouvait être restauré en présence de DON un inhibiteur de la GFAT.  

Puis, d’autres études ont montré que la glucosamine (qui outrepasse l’action de la GFAT) 

provoque également une résistance à l’insuline ex vivo dans des adipocytes (Marshall et al., 

1991 ; Heart et al., 2000) et dans des cellules musculaires squelettiques (Robinson et al., 

1993 ; Baron et al., 1995). Dans ces deux types cellulaires, la résistance à l’insuline a pu être 

corrélée à une diminution de la translocation des transporteurs au glucose GLUT4 de 

l’intérieur de la cellule vers la surface cellulaire (Baron et al., 1995 ; Heart et al., 2000). In 

vivo, la résistance à l’insuline provoquée par infusion de glucosamine a été corrélée à une 

augmentation des niveaux d’UDP-GlcNAc dans le foie et les muscles (Rossetti et al., 1995). 

La preuve irréfutable de l’implication de la voie HBP dans la résistance à l’insuline fut 

apportée par une série de travaux démontrant une hyperinsulinémie chez des souris 

surexprimant la GFAT spécifiquement dans les muscles squelettiques et le tissu adipeux 

(Hebert et al., 1996), dans les cellules bêta-pancréatiques (Tang et al., 2000) ou dans le foie 

(Veerababu et al., 2000). 

 

b) Dérégulations des mécanismes de  O-GlcNAc et résistance à l’insuline. 

 

Très rapidement, il est apparu que la O-GlcNAc est au cœur de la mise en place de la 

résistance à l’insuline engendrée par une augmentation du flux au travers de la voie HBP 

puisque l’OGT est très sensible aux variations d’UDP-GlcNAc (Kreppel et Hart, 1999). 

Récemment, une augmentation de l’expression de l’OGT et de la O-GlcNAc a été observée 

dans les îlots pancréatiques de rats diabétiques (Akimoto et al., 2007) confirmant cette 

hypothèse. De plus, de nombreux travaux ont démontré que la modulation des niveaux de O-

GlcNAc entraîne l’apparition de résistance à l’insuline. La surexpression de l’OGT 

spécifiquement dans le muscle et le tissu adipeux ou dans le foie  provoque une résistance à 

l’insuline (McClain et al., 2002 ; Yang et al., 2008). Chez C.elegans l’invalidation de l’OGT 

perturbe la formation de la larve Dauer par un mécanisme impliquant Daf-2, un homologue du 

récepteur à l’insuline (Hanover et al., 2005) et l’invalidation de la O-GlcNAcase est 

responsable d’un phénotype similaire au diabète de type II humain (Forsythe et al., 2006). 

L’inhibition de la O-GlcNAcase par le PUGNAc induit une résistance à l’insuline dans des 
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adipocytes (Vosseller et al., 2002) et diminue la sécrétion de l’insuline dans les ilots 

pancréatiques (Akimoto et al., 2007).  

 

c) O-GlcNAc et voie de signalisation de l’insuline. 

 

Plusieurs protéines intervenant dans la synthèse de l’insuline et dans la voie de 

signalisation de celle-ci sont modifiées par la O-GlcNAc. NeuroD1 et PDX-1 sont deux 

facteurs de transcription contrôlant la synthèse de l’insuline dans les cellules bêta 

pancréatiques (Figure 37A). Dans des conditions de glucose élevé, il a été montré que 

NeuroD1 interagit avec l’OGT et que sa forme glycosylée est nucléaire alors que dans des 

conditions hypoglucosées, NeuroD1 s’associe à la O-GlcNAcase (Andrali et al., 2007). De 

même, une augmentation de la O-GlcNAcylation de PDX-1 associée à une translocation 

nucléaire et une synthèse d’insuline a été observé lors d’une exposition à des concentrations 

élévées en glucose (Gao et al., 2003).  

Une telle augmentation de O-GlcNAc dans des conditions de milieu hyperglucosé a été 

observée sur la protéine IRS-1 (dans sa parite C-terminale) qui s’associe au récepteur de 

l’insuline (Ball et al., 2006). Dans des adipocytes primaires de rat, l’inhibition de la O-

GlcNAcase induit également une augmentation de la O-GlcNAc de IRS-1 mais aussi de la 

protéine kinase Akt2 concomitante à une diminution de la phosphorylation de ces deux 

protéines et à une diminution du transport des récepteurs GLUT4 à la surface cellulaire (Park 

et al., 2005). La O-GlcNAcylation d’IRS-1 et d’Akt se produit suite à une stimulation à 

l’insuline, grâce au recrutement de l’OGT à la membrane plasmique par le biais du 

phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate (PIP3) et est responsable d’une atténuation de la 

transduction du signal (Yang et al., 2008). 

Enfin, la O-GlcNAcylation de la glycogène synthétase empêche son activation par 

l’insuline (Parker et al., 2003 ; 2004). 

 

d ) O-GlcNAc, néoglucogenèse et toxicité du glucose. 

 

Dans des conditions normales, l’insuline inhibe la néoglucogenèse hépatique en faveur de la 

glycogènogenèse (Figure 37C). Des travaux menés sur FoxO1 et CRTC2, deux protéines 

impliquées dans la régulation de la gluconéogenèse ont montré que la O-GlcNAc pouvait 

intervenir dans le phénomène de toxicité du glucose. Il a été montré que la O-GlcNAcylation 

de FoxO1 augmentait lors du diabète (Housley et al., 2008). Dans cette étude, les auteurs ont 
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également prouvé que la Thr317 de FoxO1 est modifiée par la O-GlcNAc en réponse au 

glucose et qu’elle favorise alors, de manière paradoxale, la transcription de gènes impliqués 

dans la néoglucogenèse comme la phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et la 

glucose-6-phosphatase. La transcription de ces deux gènes est également sous le contrôle de 

TORC2 encore appelé CRTC2 pour « cAMP CREB responsive co-activator ». De la même 

façon, Dentin et ses collaborateurs ont montré que CRTC2 est O-GlcNAc sur la Ser70 et la 

Ser171 dans des conditions hyperglycémiques et que sa glycosylation provoque sa 

relocalisation nucléaire et la transcription de ses gènes cibles (Dentin et al., 2008). 

 

e) O-GlcNAc et complications associées au diabète. 

 

La O-GlcNAc serait également impliquée dans les complications associées au diabète. 

La surexpression de l’OGT dans des cardiomyocytes provoque une augmentation des niveaux 

de O-GlcNAc et une dérégulation des flux calciques (via une diminution de l’expression et de 

l’activité de SERCA2a une ATPase du réticulum sarcoplasmique dépendante du calcium) 

associée aux cardiomyopathies diabétiques (Clark et al., 2003). Ce phénotype peut être 

inversé par expression ectopique de la O-GlcNAcase et la surexpression de cette dernière dans 

le cœur de rat diabétique améliore la signalisation calcique (Hu et al., 2005). 

Dans des conditions normales, l’insuline régule l’activité de l’oxyde nitrique synthétase 

des cellules endothéliales (eNOS) (Zeng et al., 2000). Lors d’hyperglycémie, il a été montré 

que la fonction de eNOS était perturbée notamment par la O-GlcNAc d’autres protéines 

(Federici et al., 2002). De plus, eNOS est elle même O-GlcNAc et sa glycosylation empêche 

son activation par Akt (Du et al., 2001). La glycosylation de eNOS et a été impliquée dans 

des problèmes d’érections associées au diabète (Musicki et al., 2005). 

 

2) O-GlcNAc et maladies neurodégénératives. 

 

Ce point a fait l’objet d’une revue, jointe en annexe : Lefebvre T, Guinez C, Dehennaut 

V, Beseme-Dekeyser O, Morelle W, Michalski JC. « Does O-GlcNAc play a role in 

neurodegenerative diseases? » (2005) Expert Rev Proteomics. 2, 265-75.  

 

Plusieurs indices suggèrent que la O-GlcNAc exerce un rôle dans le développement des 

neuropathologies. L’OGT et la O-GlcNAcase sont particulièrement exprimées dans le cerveau 

surtout dans les neurones de l’hippocampe et les cellules de Purkinjé (Liu et al., 2004 ; 
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Akimoto et al., 2003). En outre, les loci du gène de l’OGT et de la O-GlcNAcase sont tous 

deux associés à des maladies neurodégénératives (Shafi et al., 2000 ; Nolte et Muller, 2002 ; 

Nolte et al., 2003 ; Heckel et al., 1998 ; Gao et al., 2001 ; Myers et al., Science 2000). 

L’importance de la O-GlcNAc dans les neuropathologies a d’abord été pointée lors 

d’autopsies de cerveaux humains de patients atteints de la maladie d’Alzheimer chez lesquels 

il a été mis en évidence une diminution des niveaux de O-GlcNAc par rapport à des cerveaux 

de personnes âgées non malades (Yao et Coleman 1998b ; Liu et al., 2004). 

Parmi les quelques 600 protéines O-GlcNAc identifiées, 80% d’entre elles sont 

cérébrales et pour la majorité ont un rôle dans le développement des maladies 

neurodégénératives. Parmi celles-ci nous pouvons citer CRMP-2, la β-synucléine, l’ubiquitine 

carboxyl hydrolase (UCH) -1 (Cole et Hart, 2001), la synapsine I (Cole et Hart 1999), la 

synaptopodine, Bassoon (Khidekel et al., 2004) ou encore l’ataxine-10 qui s’associe avec 

l’OGT dans le cerveau (März et al., 2006). Cependant, la fonction de la glycosylation de ces 

protéines n’est pas connue. AP-3, une protéine importante pour l’assemblage des vésicules 

synaptiques est également O-GlcNAc (Murphy et al., 1994) et il a été observé une diminution 

de sa forme glycosylée dans des cerveaux de patients Alzheimer (Yao et Coleman, 1998b). 

 Une des caractéristiques principales des neuropathies est la formation d’agrégats 

protéiques constitués de protéines mal conformées. Dans la maladie d’Alzheimer, ces agrégats 

sont appelés « plaques séniles » et sont majoritairement composés du peptide β-amyloïde. Le 

peptide β-amyloïde est issu du clivage d’un précurseur, la protéine APP qui est O-GlcNAc 

(Griffith et al., 1995). La protéine Tau (« Tubulin associated unit ») contrôle l’assemblage, la 

stabilité et l’orientation des microtubules axonaux. Dans des conditions pathologiques, Tau 

est hyperphosphorylée ce qui provoque son agrégation. Il a été montré que Tau peut être 

modifiée par la O-GlcNAc sur plus de 12 sites (Arnold et al., 1996) et il semble que la 

balance phosphorylation/O-GlcNAc soit au cœur de la régulation de sa fonction. Dans une 

lignée cellulaire de neuroblastome, l’acide okadaïque (un inhibiteur de phosphatases) 

provoque une hyperphosphorylation de Tau concomitante à une diminution de sa 

glycosylation et de son transport nucléaire (Lefebvre et al., 2003). La surexpression de l’OGT 

provoque une diminution de la phosphorylation de Tau (Robertson et al., 2004) alors que chez 

la souris l’invalidation de l’OGT provoque son hyperphosphorylation similaire à celle 

observée dans des cas d’Alzheimer (O’Donnell et al., 2004). Même si les sites concernées par 

cette balance phosphorylation/O-GlcNAc ont pu être identifiées (Liu et al., 2004), les rôles 



GénéralitésGénéralitésGénéralitésGénéralités 

 

exacts de la O-GlcNAcylation de Tau ainsi que les mécanismes par lesquels la O-GlcNAc 

participent à l’étiologie des neuropathologies restent largement incompris. 

Une autre caractéristique principale des neuropathologies est un dysfonctionnement du 

système Ubiquitine-protéasome (UPS) ce qui contribue d’ailleurs à l’agrégation protéique. 

Etant donné l’implication de la O-GlcNAc dans la régulation de l’UPS tel que nous l’avons 

décrit dans le paragraphe II.4), il est donc fort probable que des dérégulations des mécanismes 

de O-GlcNAc soient associées au dysfonctionnement de l’UPS. 

Il a été observé, chez des patients Alzheimer, une diminution de l’entrée du glucose dans 

les cellules ainsi que des changements dans son métabolisme qui semblent empirer au fur et à 

mesure de la progression de la maladie (Alexander et al., 2002). On peut donc penser que 

cette diminution du glucose intracellulaire puisse se répercuter par une chute du flux au 

travers de la voie HBP qui provoquerait alors une perturbation de la O-GlcNAc responsable 

de la pathologie. Une telle hypothèse a pu être soutenue par des études sur des modèles 

animaux de souris ou de rats à jeun qui mime la diminution du glucose observé dans la 

maladie d’Alzheimer (Li et al., 2006; Deng et al., 2008). Dans la première étude, il a été 

montré une diminution de la O-GlcNAcylation de Tau et une augmentation de sa 

phosphorylation corrélée à une diminution de l’entrée du glucose dans le cerveau (Li et al., 

2006). Dans la deuxième étude, les auteurs ont mis en évidence une diminution de la O-

GlcNAc de la protéine du neurofilament M (NF-M) concomitante à une augmentation de sa 

phosphorylation et ont confirmé ce résultat directement sur des cerveaux Alzheimer (Deng et 

al., 2008). Dans le même sens, Cheung et Hart ont montré que la déprivation en glucose de 

cellules de neuroblastome provoque l’augmentation de la O-GlcNAc du neurofilament H 

associée à une augmentation de sa solubilité et donc de son déssassemblage (Cheung et Hart, 

2008). 

 

3) O-GlcNAc et cancer. 

 

Un certain nombre de données plaident en faveur de l’implication de la O-GlcNAc dans 

la régulation du cycle cellulaire (cf paragraphe II.8). Les processus de cancérisation résultent 

majoritairement de pertes de contrôle du cycle cellulaire aboutissant à une prolifération 

cellulaire anarchique et à l’accumulation de mutations géniques. On peut penser que des 

dérégulations des mécanismes de O-GlcNAc peuvent contribuer à la tumorisation même si 

peu de choses sont réellement connues. Ainsi, une augmentation de l’activité de la O-

GlcNAcase corrélée à une diminution du taux de O-GlcNAc a été observée dans des tumeurs 
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primaires du sein en comparaison avec du tissu mammaire sein adjacent (Slawson et al., 

2001). 

De plus, nous avons également détaillé l’importance de la O-GlcNAc dans la régulation 

des processus de transcription (voir paragraphe II.5). Or, plusieurs facteurs de transcriptions 

oncogènes et supresseurs de tumeurs sont O-GlcNAc (Tableau III) . 

c-Myc peut être phosphorylé ou O-GlcNAc sur le résidu de Thr58, résidu appartenant au 

domaine de transactivation de la protéine et fréquemment muté dans les lymphomes où cette 

mutation est corrélée à une forte tumorigénicité (Chou et al., 1995a ; 1995b). Par ailleurs, 

dans des cellules HL60, c-Myc est préférentiellement phosphorylé dans les cellules 

proliférantes alors que la déprivation en sérum, provoquant un arrêt de prolifération, entraîne 

une augmentation de la forme O-glycosylée de l’oncoprotéine (Kamemura et al., 2002).  

HIC-1 (Hypermethylated In Cancer 1) possède trois sites majeurs de O-GlcNAcylation 

qui ne semblent pas intervenir dans sa fixation à l’ADN mais qui pourraient contribuer à la 

dimérisation de la protéine (Lefebvre et al.,  2004). 

 p53, le principal élément régulateur des points de contrôle du cycle cellulaire muté dans 

50% des cancers, est également O-GlcNAc. Contrairement à HIC-1, la glycosylation de p53 

contribue à sa fixation à l’ADN (Shaw et al., 1996) et en réponse à des dommages à l’ADN 

causés par la doxorubicine (drogue anticancéreuse, intercalant de l’ADN et inhibiteur de la 

topoisomérase II), la O-GlcNAc favorise la stabilité de p53 et donc son activité (Yang et al., 

2006). La topoisomérase I, cible également de nombreuses drogues anticancéreuses et est elle 

même O-GlcNAc. Sa glycosylation est corrélée à une diminution de son activité (Noach et al., 

2007). 

Dans le foie, la O-GlcNAc de FoxO1 favorise la transcription de ses gènes cibles 

impliqués dans la néoglucogenèse (Housley et al., 2008). Cependant, FoxO1 agit également 

en tant que suppresseur de tumeur en régulant la transcription de gènes impliqués dans 

l’apoptose et l’arrêt du cycle cellulaire. La phosphorylation de FoxO1 sur la Ser249 par cdk1 

(qui est souvent surexprimée en cas de cancer) inhibe l’activité de FoxO1 dans des cellules 

cancéreuses prostatiques (Liu et al., 2008). Même si la glycosylation de FoxO1 n’a pas encore 

été impliquée dans son activité anti-tumorale, on peut penser qu’elle pourrait influer sur sa 

phosphorylation et donc sur son activité. 

Enfin, dans une lignée cellulaire cancéreuse mammaire, le « knock-down » de la 

glutaminase a pu engendrer une chute de 80% de l’activité de la GFAT ainsi qu’une 

diminution de la O-GlcNAc de certaines protéines dont l’OGT, Sp1 ou l’ATPase du 
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protéasome Rpt2, le tout corrélé à une diminution de 50% du taux de prolifération ainsi qu’à 

un phénotype plus différencié (Donadio et al., 2008). 

 

 La meilleure compréhension de l’implication de la O-GlcNAc dans la régulation de la 

progression normale du cycle cellulaire notamment l’identification des cibles de cette 

glycosylation pourrait donc permettre de mieux comprendre pourquoi et comment ces 

processus sont défaillants dans les cellules tumorales et peut être à long terme constituer une 

cible thérapeutique. 
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I. Contexte de l’étude.  

 
Avant mon arrivée en « Master 2 Recherche »en septembre 2004, les Pr. Tony Lefebvre, 

Jean-Pierre Vilain et Jean-François Bodart avaient débuté une collaboration visant à étudier 

les éventuelles variations de O-GlcNAc survenant au cours de la reprise méiotique (transition 

G2/M) de l’ovocyte de Xénope. En effet, à cette époque, seules quelques études suggéraient 

que la O-GlcNAc jouait un rôle de premier plan dans le déroulement du cycle cellulaire tandis 

que l’hypothèse de la relation d’antagonisme entre phosphorylation et O-GlcNAc était d’ores 

et déjà bien acceptée. Or, il était connu depuis longtemps que la reprise méiotique ovocytaire 

s’accompagnait d’une forte augmentation du niveau global de phosphorylation attribuée par la 

suite à l’activation de nombreuses kinases tels que cdc2, Plx1, PI3K, Plkk1, p39mos, MEK, 

Erk2, p90Rsk…. De ce fait, l’hypothèse d’une diminution des niveaux de O-GlcNAc lors de 

la transition G2/M a été émise mais nos deux équipes ont démontré avec surprise une 

augmentation concomitante des niveaux de O-GlcNAc et de phosphorylation au cours de ce 

processus, suggérant une relation plus complexe entre ces deux PTM qu’un simple 

antagonisme (Lefebvre et al., 2004). 

Le sujet qui m’a alors été proposé a été de comprendre la signification biologique de 

cette augmentation de O-GlcNAc au cours de la reprise méiotique. 

 

II. Résultats. 

 

1) L’augmentation du niveau de O-GlcNAc est essentielle à la transition G2/M de 

l’ovocyte de Xénope. 

 

La stratégie utilisée pour étudier l’importance de la O-GlcNAc au cours de la reprise 

méiotique a été de moduler les niveaux de O-GlcNAc dans l’ovocyte et de tester l’effet de ces 

variations sur le déclenchement et la cinétique de la reprise méiotique. Pour cela, nous 

disposions de plusieurs outils permettant d’inhiber ou de surexprimer l’OGT et la O-

GlcNAcase dans l’ovocyte. Certains de ces outils, une forme recombinante de l’OGT et un 

dérivé de benzoxazolinone (XI, inhibiteur de l’OGT), ont pu être obtenus grâce à des 

collaborations établies respectivement avec l’équipe du Dr. Guy Lippens (UMR-CNRS 8576) 

et celle du Dr. Suzanne Walker (Harvard Medical School, Boston) (Figure 38). Nous avons 
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également testé l’effet d’une inhibition de la GFAT, l’enzyme clé de la voie de biosynthèse 

des hexosamines fournissant  l’UDP-GlcNAc. 

 
Figure 38 : stratégie utilisée pour moduler les niveaux de O-GlcNAc dans l’ovocyte de Xénope. 
Pour diminuer les niveaux de O-GlcNAc (flèche orange), nous avons inhibé l’OGT par des inhibiteurs 
pharmacologiques, l’alloxane et un dérivé de benzoxazolinone (XI, collaboration Dr. S. Walker) ou par injection 
dans l’ovocyte d’anticorps (Ac) anti-OGT. L’inhibition de la GFAT a été réalisée par incubation des ovocytes en 
présence d’azasérine et de DON. A l’inverse, une augmentation des niveaux de O-GlcNAc dans l’ovocyte 
(flèche verte) a été provoquée par injection de la ncOGT (collaboration Dr. G.Lippens) ou par inhibition de la O-
GlcNAcase par le PUGNAc.  

 

L’ensemble de ces travaux a fait l’objet des deux publications suivantes : 

 

• PUBLICATION 1  : 

Dehennaut V, Lefebvre T, Sellier C, Leroy Yves, Gross B, Walker S, Cacan R, 

Michalski J-C, Vilain J-P and Bodart J-F. (2007). « O-linked N-

acetylglucosaminyltransferase inhibition prevents G2/M transition in Xenopus laevis 

oocytes ». J. Biol. Chem. 282(17):12527-36. 

 

• PUBLICATION 2:  

Dehennaut V, Hanoulle X, Bodart J-F, Vilain J-P, Michalski J-C, Landrieu I, Lippens 

G and Lefebvre T. (2008). « Microinjection of recombinant O-GlcNAc transferase 

potentiates Xenopus oocytes M-phase entry ». Biochem. Biophys. Res. Commun. 

369(2):539-46. 

 

Dans ces deux études, nous avons démontré, d’une part que l’inhibition de l’OGT par 

l’alloxane ou le XI empêchait la reprise méiotique stimulée par la progestérone : la voie 

UDP
UDP-GlcNAc

OGT

OH O-GlcNAc

alloxane XI

GlcNAcH2O OGA

F6P
Gln Glu

GFAT 1/2
GlcNH26PGlucose

DON azasérine

Ac anti-OGT

PUGNAc

ncOGT
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MAPK-Erk2 et le MPF restent inactifs et la VG reste intacte démontrant ainsi le caractère 

essentiel de cette PTM dans les évènements biochimiques et morphologiques de la transition 

G2/M (Figure 39). D’autre part, nous avons également démontré que cette glycosylation 

influençait la cinétique de la reprise méiotique. En effet, l’augmentation des niveaux de O-

GlcNAc, par surexpression de la ncOGT ou inhibition de la O-GlcNAcase, accélère la reprise 

méiotique (l’activation du MPF et de la voie MAPK-Erk2) alors qu’une diminution partielle 

des niveaux de cette glycosylation par « neutralisation » de l’OGT retarde ce processus. Ces 

résultats suggèrent l’existence d’une régulation temporelle fine des processus de O-

GlcNAcylation au cours de la transition G2/M nécessaire dès les évènements précoces de la 

reprise méiotique en amont de l’activation du MPF et de la voie MAPK-Erk2. De plus, 

l’incubation des ovocytes en présence d’alloxane prévient également la reprise méiotique 

stimulée par injection de MPF actif ce qui suggère également un rôle de cette glycosylation 

dans l’établissement et/ou le maintien de la boucle d’auto-amplification du MPF.  

 
Figure 39 : la O-GlcNAc est essentielle à la reprise méiotique ovocytaire. 
La reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope s’accompagne d’une augmentation de O-GlcNAc. Cette 
augmentation est essentielle à ce processus puisque sa prévention empêche l’entrée en phase M alors que sa 
potentialisation accélère l’entrée et la progression des ovocytes dans le cycle méiotique. 
 
 

Néanmoins, l’injection de la ncOGT ne permet pas de déclencher la reprise méiotique en 

absence de stimulation hormonale ce qui démontre que l’augmentation de  O-GlcNAc est 

nécessaire mais pas suffisante à la transition G2/M de l’ovocyte et suggère que l’OGT est 

activée en réponse à la progestérone par des mécanismes inconnus. Nous avons démontré que 

l’injection de la sOGT, forme tronquée de l’enzyme dans sa partie N-terminale mais 

catalytiquement active in vitro, n’avait aucune influence sur la reprise méiotique soulignant 

l’importance des domaines TPR de l’OGT dans la régulation des interactions avec ses 

Ovocyte immature
“G2-like”

Ovocyte mature
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O-GlcNAc
+++

O-GlcNAc
--

OGT

OGAOGT
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partenaires et donc de son activité catalytique vis à vis de ces protéines cibles. Ces résultats 

suggèrent que l’activation de l’OGT au cours de la reprise méiotique serait régulée par son 

association avec certains partenaires. 

Nous avons observé que l’inhibition de la GFAT ne perturbait en aucun cas la reprise 

méiotique et que les niveaux d’UDP-GlcNAc étaient identiques dans l’ovocyte immature, 

mature et en présence des inhibiteurs de GFAT. Ces résultats démontrent que la modification 

des protéines par la O-GlcNAc au cours de la reprise méiotique fait intervenir un stock 

d’UDP-GlcNAc pré-existant dans l’ovocyte immature. 
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2) Identification de protéines cibles de l’OGT lors de la transition G2/M de 

l’ovocyte de Xénope. 

 

Pour mieux comprendre le rôle primordial de la O-GlcNAc dans la reprise méiotique, la 

suite logique de ce travail a consisté en l’identification des protéines dont le niveau de O-

GlcNAc augmente lors de ce processus dans le but d’identifier des protéines régulatrices du 

cycle cellulaire. 

La stratégie ici employée a consisté dans un premier temps à enrichir les protéines O-

GlcNAc des ovocytes matures par différentes techniques puis, dans un deuxième temps de les 

identifier soit par approche « ciblée » soit « en aveugle » par des techniques de protéomique 

(Figure 40). Les analyses de protéomique ont été réalisées en collaboration avec le Dr. 

Adeline Page (centre commun de mesure de spectrométrie de masse, USTL). 

 

 
Figure 40 : stratégies utilisées pour enrichir et identifier les protéines O-GlcNAcylées dans l’ovocyte 
mature de Xénope. 
Les protéines O-GlcNAcylées ont été enrichies soit par immunoprécipitation, soit par affinité lectinique avec la 
WGA ou par une technique de marquage in vitro consistant à transférer un résidu de GalNAz sur le résidu de O-
GlcNAc puis à greffer une biotine-alcyne sur le résidu de GlcNAc-GalNAz suivi d’un enrichissement sur billes 
d’avidine. Les protéines enrichies par les techniques classiques ont été analysées par approche « ciblée », c’est à 
dire par Western blot anti-protéine candidate alors que la technique de marquage et d’enrichissement 
GalNAz/Biotine/avidine a été combinée essentiellement avec des analyses en spectrométrie de masse. 
 

Ces travaux ont fait l’objet de la  publication suivante: 

 

• PUBLICATION 3 :  

1°/ Enrichissement et purification 
des protéines O-GlcNAcylées à partir d’ovocytes matures

Immunoprécipitation
(RL2, protéine candidate)

Reconnaissance
lectinique

(WGA)

Modification in vitro des résidus de GlcNAc 
(GalNAz-biotine) puis enrichissement (billes d’avidine)

Western blot
(approche “ciblée”) 

Spectrométrie de masse
(approche “en aveugle”) 

2°/ Identification 
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Dehennaut V, Slomianny MC, Page A, Vercoutter-Edouart AS, Jessus C, Michalski JC, 

Vilain JP, Bodart JF, Lefebvre T. (2008) « Identification of structural and functional O-

linked N-Acetylglucosamine-bearing proteins in Xenopus laevis oocyte ». Mol. Cell. 

Proteomics. Epub ahead of print. 

 

L’enrichissement des protéines O-GlcNAcylées par des techniques classiquement 

utilisées, c’est à dire par immunoprécipitation avec un anticorps anti-O-GlcNAc ou par 

reconnaissance lectinique se sont avérées peu efficaces en vue de l’identification des protéines 

par spectrométrie de masse. En effet, l’ovocyte de Xénope exprime peu de protéines O-

GlcNAcylées en comparaison avec des cellules somatiques telles que les cellules HeLa ou 

COS7 et ces approches expérimentales ne nous permettaient pas d’enrichir suffisamment de 

matériel nécessaire pour l’analyse protéomique. En revanche, avec ces techniques 

« classiques » d’enrichissement nous avons démontré par Western Blot que l’alpha-tubuline, 

la bêta-actine et la MAPK Erk2 étaient O-GlcNAcylées au cours de la reprise méiotique. 

La technique de marquage GalNAz/biotine suivie de l’enrichissement sur billes 

d’avidine s’est avérée plus efficace en terme de quantité de matériel purifié, ce qui nous a 

permis d’identifier par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) 24 protéines O-

GlcNAcylées dont 17 identifiées pour la première fois (Figure 41) parmi lesquelles nous 

avons retrouvé l’actine et la tubuline, mais aussi des enzymes métaboliques dont des enzymes 

de la glycolyse, des protéines de la machinerie de traduction mais aussi d’autres protéines 

comme le PCNA (« Proliferating Cell Nuclear Antigen ») ou encore la phosphatase PP2A. 

Pour ces deux dernières protéines, leur O-GlcNAcylation a également été confirmée par 

Western blot. Grâce à cette méthode, nous avons également identifié un site majeur de O-

GlcNAcylation de la β-actine situé dans une région entre les acides aminés 318 et 324 de la 

protéine dont l’impact reste à déterminer. 

Par ailleurs dans cette étude, nous avons également pu mettre en évidence, par 

microscopie en immunofluorescence, une co-localisation de l’OGT et de la O-GlcNAc sur le 

fuseau de division méiotique et les chromosomes métaphasiques. Ce dernier résultat nous a 

conduit à émettre l’hypothèse d’une O-GlcNAcylation des histones. Nous avons vérifié cette 

hypothèse en préparant des extraits d’histones à partir de cellules HeLa suivi d’une analyse en 

Western Blot avec des anticorps anti-O-GlcNAc (RL2 et CTD110.6) et avons démontré que, 

dans nos conditions expérimentales, les histones n’étaient pas O-GlcNAcylées. La 

signification biologique de la glycosylation des chromosomes restent donc à déterminer. 
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Figure 41: protéines O-GlcNAcylées identifiées dans l’ovocyte mature de Xénope par approche 
protéomique.  
Les protéines O-GlcNAcylées identifiées ont été réparties en 4 groupes : enzymes métaboliques (46%), 
traduction (25%), cytosquelette (8%), et autres fonctions (21%). Les protéines identifiées comme étant O-
GlcNAcylées pour la première fois dans cette étude sont soulignées. 
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III. Discussion et conclusion. 

 

L’ensemble de nos travaux démontrent que l’augmentation de O-GlcNAc est essentielle 

à la reprise méiotique ovocytaire puisque l’inhibition de l’OGT prévient la transition G2/M 

alors que sa surexpression accélère ce processus. De plus, nous avons identifié plusieurs 

protéines de classes fonctionnelles différentes dont la glycosylation augmente lors de la 

transition G2/M suggèrant que la modification par la O-GlcNAc peut intervenir à différents 

niveaux de régulation de la reprise méiotique.  

En effet, la O-GlcNAcylation de PP2A pourrait influer sur l’activité de cette 

phosphatase dont l’inhibition semble être requise pour l’activation du MPF (Rime et al., 

1995 ; Karaiskou et al., 1999, Maton et al., 2005, Figure 22).  

De même, la MAPK Erk2 est O-GlcNAcylée. Comme nous l’avons détaillé dans la 

section des Généralités, la voie p39Mos/MEK/Erk2 participe à l’activation du MPF lors de la 

reprise méiotique, au maintien de son activité nécessaire à la suppression de la phase S entre 

les deux divisions de méiose mais est aussi cruciale pour la formation d’un fuseau de division 

bipolaire. La glycosylation de cette kinase pourrait intervenir dans son activation lors de la 

transition G2/M, sa stabilité ou encore son association avec ses protéines cibles dont p90Rsk.  

Récemment, l’existence d’un complexe entre  l’OGT et la MAPK p38 a été mise en 

évidence (Cheung et al., 2008) suggérant que les deux enzymes pourraient agir en synergie 

sur les mêmes protéines. L’OGT et PP1 α et γ sont également capables de s’assembler en un 

complexe fonctionnel (Wells et al., 2004). De plus, une régulation de la O-

GlcNAcylation/phosphorylation de la vimentine au cours de la phase M par un complexe 

OGT/O-GlcNAcase/Aurora A/PP1 a été très récemment démontré (Slawson et al., 2008). Il 

serait donc intéressant de déterminer si l’OGT est capable de se complexer à Erk2 et/ou à 

PP2A et ainsi de réguler la phosphorylation/déphosphorylation de certaines protéines au cours 

de la reprise méiotique.  

L’identification de la tubuline suggère quant à elle une possible implication de la O-

GlcNAc dans l’assemblage du fuseau de division à partir du MTOC-TMA mais aussi sur sa 

stabilité. L’identification de la petite GTPase Ran qui, comme nous l’avons vu dans la partie 

II des généralités, joue un rôle important dans l’assemblage du fuseau de division (Figure 13) 

renforce cette hypothèse. La glycosylation de l’actine pourrait également être impliquée dans 



Travaux  personnelsTravaux  personnelsTravaux  personnelsTravaux  personnels 

 

l’ancrage correct du fuseau de division au cortex de l’ovocyte et donc dans l’extrusion du 

globule polaire. 

Dans l’ovocyte de Xénope, l’inhibition du trafic Golgien par la brefeldine A déclenche 

indirectement l’activation du MPF en absence de stimulation hormonale (Mulner-Lorillon et 

al., 1995). La O-GlcNAcylation de la tER ATPase, une protéine essentielle à la fragmentation 

de l’appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique au cours de la mitose (pour revue, voir 

Uchiyama et Kondo, 2005) suggère une intervention de la O-GlcNAc dans cet arrêt du trafic 

vésiculaire nécessaire à la division et la fragmentation subséquente des organites 

intracellulaires indispensable pour leur répartition dans les deux cellules-filles. 

 La glycosylation des protéines de la machinerie de traduction pourrait également 

intervenir dans la multimérisation des protéines ribosomales et l’assemblage d’un complexe 

fonctionnel (le ribosome) pour permettre la traduction de certains ARNm nécessaire à la 

reprise méiotique comme p39Mos, la cycline B ou encore Ringo même si un tel rôle de la O-

GlcNAc dans la régulation de la traduction n’a jamais été mis en évidence. 

Enfin, nous avons révélé la O-GlcNAcylation de plusieurs enzymes de la glycolyse : 

l’aldolase, la GAPDH, l’énolase et la pyruvate kinase. Or, il est admis que la glycolyse n’est 

pas active dans l’ovocyte de Xénope, cette voie métabolique ne démarrant qu’au cours de 

l’embryogenèse à la gastrulation (Dworkin et Dworkin-Rastl, 1989, 1991). Nous proposons 

que la O-GlcNAcylation de ces enzymes contribue à leur inactivation permettant ainsi de 

diriger le glucose vers la voie de biosynthèse des hexosamines pour produire l’UDP-GlcNAc 

(Figure 42).  

En conclusion, nos travaux dévoilent un niveau supplémentaire de régulation de la 

transition G2/M du cycle cellulaire ovocytaire même si des études complémentaires restent à 

réaliser. Particulièrement, la détermination des sites de O-GlcNAcylation pour chacune des 

protéines identifiées permettrait de tester les différentes hypothèses précédemment énoncées. 

En effet, la connaissance de ces sites, et donc de(s) la région(s) protéique(s) ainsi modifiée(s), 

permettrait d’appréhender l’impact fonctionnel de la O-GlcNAc sur la protéine concernée. 

Cette localisation fine des sites de glycosylation nous indiquerait s’ils ont été préalablement 

répertoriés comme sites de phosphorylation et si tel est le cas cela présagerait d’une relation 

plus ou moins complexe entre ces PTM : si le même acide aminé hydroxylé peut être 

substitué par l’une ou l’autre PTM, il s’agira alors d’une relation antagoniste stricte, s’il s’agit 

d’acides aminés adjacents, une relation plus complexe entre les deux PTM devra être 

envisagée puisque ces modifications pourraient à la fois s’exclurent mutuellement ou au 

contraire la première pourrait favoriser la présence de la seconde (Figure 35). 
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Figure 42 : Hypothèse d’une régulation de la glycolyse par la O-GlcNAc. 
La modification de certaines enzymes de la glycolyse par la O-GlcNAc, aldolase, GAPDH, énolase pyruvate 
kinase permettrait de diriger le glucose vers la production d’UDP-GlcNAc (voie de biosynthèse des 
hexosamines) entrainant ainsi une augmentation des processus de O-GlcNAcylation et un maintien de 
l’inhibition de la glycolyse. 
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Full-grown Xenopus oocytes are arrested at the prophase of the
first meiotic division in a G2-like state. Progesterone triggers mei-
otic resumption also called theG2/Mtransition.This event is char-
acterized by germinal vesicle breakdown (GVBD) and by a burst in
phosphorylation level that reflects activation ofM-phase-promot-
ing factor (MPF) and MAPK pathways. Besides phosphorylation
andubiquitinpathways, increasingevidencehas suggested that the
cytosolic and nucleus-specific O-GlcNAc glycosylation also con-
tributes to cell cycle regulation. To investigate the relationship
betweenO-GlcNAc and cell cycle, Xenopus oocyte, in which most
of theM-phaseregulatorshavebeendiscovered,wasused.Alloxan,
an O-GlcNAc transferase inhibitor, blocked G2/M transition in a
concentration-dependent manner. Alloxan prevented GVBD and
bothMPFandMAPKactivations, either triggeredbyprogesterone
orbyeggcytoplasm injection.Theadditionofdetoxifyingenzymes
(SOD and catalase) did not rescue GVBD, indicating that the
alloxan effect did not occur through reactive oxygen species pro-
duction. These results were strengthened by the use of a benzox-
azolinone derivative (XI), a new O-GlcNAc transferase inhibitor.
Conversely, injection of O-(2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyrano-
sylidene)amino-N-phenylcarbamate, an O-GlcNAcase inhibitor,
accelerated the maturation process. Glutamine:fructose-6-phos-
phate amidotransferase inhibitors, azaserine and 6-diazo-5-ox-
onorleucine, failed to prevent GVBD. Such a strategy appeared to
be inefficient; indeed, UDP-GlcNAc assays in mature and imma-
ture oocytes revealed a constant pool of the nucleotide sugar.
Finally, we observed that cyclin B2, the MPF regulatory subunit,
was associated with an unknown O-GlcNAc partner. The present
work underlines a crucial role for O-GlcNAc in G2/M transition
and strongly suggests that its function is required for cell cycle
regulation.

Immature vertebrates oocytes, arrested at prophase I of mei-
osis, can resume their cell cycle, also called maturation, in

response to hormonal stimulation (1, 2). Studies in amphibian
Xenopus laevis oocyte have greatly contributed to the knowl-
edge of the biochemical activities of the key regulatory mole-
cules involved in these processes (3).
Meiosis entry, analogous to G2/M transition, is promoted by

a cytoplasmic factor called MPF.3 MPF, made up of a catalytic
subunit, Cdk1 (cyclin-dependent kinase 1) (also called Cdc2
(cell division cycle 2)), and a regulatory subunit, cyclin B, has
been demonstrated to be the universal regulator of mitosis and
meiosis entry. Activation of this cyclin-Cdk complex is con-
trolled by phosphorylation and proteolysis (for reviews, see
Refs. 4 and 5). Association between the regulatory subunit and
Cdk1 requires phosphorylation of Cdk1 on residue Thr161 by
Cdk-activating kinase (6). Then, to be catalytically active, Cdk1
is dephosphorylated on Thr14 and Tyr15 residues by Cdc25, a
dual specific phosphatase (6, 7). Simultaneously to Cdk1
dephosphorylation, cyclin B is phosphorylated (8). Xenopus
immature oocytes, which are synchronized at the diplotene
stage of first meiosis, contain large amounts of inactiveMPF, or
pre-MPF (4, 5). Inhibition of pre-MPF is provided byMyt1 that
phosphorylates Cdk1 on Thr14 and Tyr15 and then inactivates
the complex. Pre-MPF can be directly activated byCdc25 injec-
tion (9) or through an autoamplification loop. The latter loop
involves the ability ofMPF to phosphorylate and activateCdc25
(10, 11) and does not depend upon protein synthesis (12).
Simultaneously to MPF activation, extracellular signal-regu-

lated kinase-like Xp42mpk1 is phosphorylated and activated
(13). Xp42mpk1 belongs to themitogen-activated protein kinase
(MAPK) pathway that is turned on byMos oncoprotein synthe-
sis in response to progesterone stimulation (14). Once acti-
vated, Xp42mpk1 phosphorylates and activates ribosomal S6
kinase (p90rsk), which negatively regulates Myt1 (15). Activa-
tion of the Mos-Xp42mpk1 pathway has been shown not to be
required for MPF activation but for timely M-phase entry
when oocytes are stimulated either by progesterone or insu-
lin (16–18). Nevertheless, this pathway has been shown to be
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responsible for S-Phase suppression between meiosis I and
meiosis II, for metaphase II arrest, and for spindle morpho-
genesis (17, 19–21).
Mitogenic signals orchestrate a regulatory network of pro-

teins mainly through post-translational modifications (PTMs).
Although phosphorylation is the molecular mechanism associ-
ated with the regulation of cell cycle, it is clearly not the only
post-translational mechanism involved in cell cycle progres-
sion. Recent observations have suggested that the cytosolic and
nucleus-specific O-linked N-acetylglucosaminylation (O-Glc-
NAc) could be involved in cell cycle progression (22–24).
O-GlcNAc is a highly dynamic PTM whose versatility is regu-
lated by two enzymes (25): the O-GlcNAc transferase (OGT)
that catalyzes the transfer of the GlcNAc moiety from UDP-
GlcNAc and O-GlcNAcase that hydrolyzes the GlcNAc resi-
due. Although the functions played by this single PTM remain
to be determined, several studies tend to demonstrate that
O-GlcNAc is tightly linked to cell cycle regulation. Microinjec-
tion of bovine galactosyltransferase inhibited Xenopus oocytes
M-phase entry and blocked S- toM-phase transition (26). Slaw-
son et al. (27) showed that perturbation of Xenopus oocyte
O-GlcNAc levels, either by glucosamine or O-(2-acetamido-
2-deoxy-D-glucopyranosylidene)amino-N-phenylcarbamate
(PUGNAc) treatments, modified maturation kinetics. We pre-
viously reported that theG2- toM-phase transitionwas accom-
panied with a noticeable increase in O-GlcNAc glycosylation
(22). Last, PUGNAc was used to inhibit O-GlcNAcase on
somatic cultured cells; such treated cells progressed through
the cell cycle more slowly than untreated cells (24). This delay
was more pronounced during the S-phase progression and at
the G2/M boundary. By contrast, inhibition of glutamine:fruc-
tose-6-phosphate amidotransferase (GFAT) with 6-diazo-5-
oxonorleucine (DON), resulting in low O-GlcNAc level, short-
ened S-phase, and G2/M progression. In return, GFAT
inhibition delayed G1 progression in comparison with controls
or PUGNAc-treated cells. Taken together, these data demon-
strate that O-GlcNAc dynamic is a key regulatory PTM in cell
cycle progression. The present study pointed out a role for
O-GlcNAc glycosylation as a key regulator mechanism for pro-
gression fromG2 arrest toM-phase inXenopus oocyte, through
the regulation of both MPF and MAPK pathways.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals, Chemicals, and Bioreagents—Adult Xenopus
females come from the University of Rennes I (France). Tric-
aine methane sulfonate was purchased from Sandoz (Levallois-
Perret, France). Collagenase A was purchased from Roche
Applied Science. Progesterone, picroindigocarmine, alloxan,
uracil, azaserine, DON, catalase, superoxide dismutase (SOD),
WGA-agarose beads, monoclonal anti-p34cdc2 antibody, and
Dowex 50WX2-400were purchased fromSigma. PUGNAcwas
a kind gift from Prof. Jérôme Lemoine (UMR/CNRS 5579, Vil-
leurbanne, France). Benzoxazolinone derivative (XI) was syn-
thesized in Suzanne Walker’s laboratory (28). Mouse mono-
clonal anti-O-GlcNAc (RL-2) was purchased from Affinity
Bioreagents (Golden, CO); polyclonal anti-�-catenin (H-102),
monoclonal anti-Erk2 (D-2), and rabbit polyclonal anti-p90rsk
(C21) were from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz,

CA); monoclonal anti-Hsp/Hsc70 (SPA-820) was from Stress-
gen (Victoria, Canada); rabbit anti-phospho-Tyr15-Cdc2 and
anti-phospho-p44/42MAPK (Erk1/2) were fromCell Signaling
Technology (Danvers, MA); and rabbit polyclonal anti-cyclin
B2 (JG103) was a gift fromDr. J. Gannon (ICRF, SouthMimms,
UK). Anti-mouse, anti-rabbit horseradish peroxidase-labeled
secondary antibodies and enhanced chemiluminescence were
purchased from GE Healthcare (Saclay, France).
Handling of Oocytes—After anesthetizing Xenopus females

by immersion in 1 g/liter MS222 solution (tricaine methane
sulfonate), ovarian lobes were surgically removed and placed in
ND96 medium (96 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM
MgCl2, 5 mM HEPES-NaOH, pH 7.5). Fully grown stage VI
oocytes were isolated, and follicle cells were partially removed
by 1 mg/ml collagenase A treatment for 30 min followed by a
manual microdissection. Oocytes were stored at 14 °C in ND96
medium until experiments.
Stimulation and Analysis of G2/M Transition (Meiotic

Resumption) in Xenopus Oocytes—Meiotic resumption was
induced by incubating oocytes in ND96 medium containing 10
�M progesterone or by cytoplasmmicroinjection. Briefly, cyto-
plasm of matured oocytes was collected and microinjected in
immature oocytes (50 nl/oocyte) using a positive displacement
digital micropipette (Nichiryo, Tokyo, Japan). GVBD was
scored by the appearance of a white spot at the animal pole of
the oocyte and confirmed by hemisection of oocyte after heat
fixation (100 °C, 5 min). Alternatively, oocytes were fixed over-
night in Smith’s fixative, dehydrated, and embedded in paraffin
for cytological studies. 7-�msectionswere stainedwith nuclear
red for the detection of nuclei and chromosomes, whereas
picroindigocarmine was used to reveal cytoplasmic structures
(21).
Oocyte Treatments—Before stimulation of meiotic resump-

tion, oocytes (15–20 oocytes/condition) were incubated over-
nightwith alloxan concentrations ranging from1 to 5mM, 5mM
uracil, 500 �M Me2SO-solubilized benzoxazolinone derivative,
40–80 units of catalase, 150 units of SOD, or 0.1–5 mM
hydrogen peroxide. For GFAT inhibition experiments, 100
�M DON or 20 �M azaserine were directly injected into
oocytes before progesterone treatment. For O-GlcNAcase
inhibition, PUGNAc (concentrations ranging from 100 to
400 �M) was also microinjected in immature oocytes before
meiotic resumption stimulation. 5–10 oocytes were taken at
the end of the experiment respecting the white spot ratio,
and stored at �20 °C until further biochemical analysis.
Enrichment of O-GlcNAc-bearing Proteins withWGA Immo-

bilized on Agarose Beads—These experiments were performed
in two conditions as previously described (29): in smooth con-
ditions, which allows the recovery of allO-GlcNAc-modified
proteins and their associated partners, and in more stringent
conditions in which all protein-to-protein interactions are
broken.
WGA Enrichment in Smooth Conditions—Batches of 20

immature or matured oocytes were taken and lysed in 200 �l of
homogenization buffer (60 mM �-glycerophosphate, 15 mM
paranitrophenylphosphate, 25 mM MOPS, 15 mM EGTA, 15
mMMgCl2, 2mM dithiothreitol, 1mM sodium orthovanadate, 1
mM NaF, and protease inhibitors, pH 7.2). After centrifugation
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at 20,000 � g, supernatants were collected and diluted with
phosphate-buffered saline. Samples were then incubated for 90
min at 4 °C with 50 �l of WGA-agarose beads. Proteins bound
to WGA-beads were collected by centrifugation, washed four
times with phosphate-buffered saline, resuspended in 50 �l of
Laemmli buffer, and boiled for 10 min.
WGA Enrichment in Stringent Conditions—Briefly, batches

of 20 immature or mature oocytes were lysed in 200 �l of
homogenization buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA,
1mMEGTA, 0.5%TritonX-100, and protease inhibitors). After
centrifugation at 20,000 � g, supernatants were collected, and
800�l of homogenization bufferwas added. Then sampleswere
incubated with WGA-agarose beads, and WGA-bound pro-
teins were collected, washed four times in 10 mM Tris-HCl, pH
7.5, 100 mM NaCl, 0.4% sodium deoxycholate, 0.3% SDS, 0.2%
Nonidet P-40, and resuspended in Laemmli buffer.
SDS-PAGE and Western Blotting—Proteins (the equivalent

of one oocyte was loaded per lane) were run on a 10% SDS-
PAGE for O-GlcNAc, phospho-p42/44 MAPK, Hsp/Hsc70,
and �-catenin immunodetection. 17.5% modified SDS-PAGE
(18, 30) was also run for phospho-Tyr15-Cdc2, Erk2, cyclin B2,
and p90rsk immunodetection, since it allows a better discrimi-
nation between active and inactive forms of these proteins, and
electroblotted onto a nitrocellulose sheet. Although the quan-
tity of proteins remains rather constant in Xenopus oocyte,
equal loading and transfer efficiency were checked using Pon-
ceau red staining. Blots were saturated in 5% (w/v) milk in Tris-
buffered saline-Tween (15 mM Tris, 140 mM NaCl, 0.05% (v/v)
Tween) for 45 min. Primary antibodies were incubated over-
night at 4 °C. Mouse monoclonal anti-O-GlcNAc (RL-2),
mouse monoclonal anti-Erk2 (D-2), mouse monoclonal anti-
Hsc/Hsp70 (SPA-820), rabbit polyclonal anti-phospho-p42/44
MAPK, rabbit polyclonal anti-�-catenin (H102), rabbit poly-
clonal anti-cyclin B2, and rabbit polyclonal anti-p90rsk were
used at a dilution of 1:1,000. Rabbit polyclonal anti-phospho-
Tyr15-Cdc2 antibodies were used at a dilution of 1:750. Then
nitrocellulose membranes were washed three times for 10 min
in Tris-buffered saline-Tween and incubated with either an
anti-mouse horseradish peroxidase-labeled secondary anti-
body or an anti-rabbit horseradish peroxidase-labeled second-
ary antibody at a dilution of 1:10,000 for �-catenin, Erk2, and
phospho-p42/44 MAPK detection, at a dilution of 1:5,000 for
cyclin B2, p90rsk, and phospho-Tyr15-Cdc2 detection. Finally,
threewashes of 10min eachwere performedwithTris-buffered
saline-Tween, and the detection was carried out with enhanced
chemiluminescence.
Measurement of UDP-GlcNAc Pools by High Performance

Anion Exchange Chromatography—Ten oocytes were lysed in 1
ml of hypotonic buffer (10 mM Tris/HCl, 10 mM NaCl, 15 mM
2-mercaptoethanol, 1 mM MgCl2, and proteases inhibitors, pH
7.2). 50 �l of 1 M HCl were then added to the lysate, and the
mixture was passed through a 1.5-ml Dowex 50WX2-400 col-
umn. The columnwas washed with 10ml of bipermuted water.
The unbound fraction and washes were collected on ice and
adjusted to pH 8.0 with 500 �l of 1 M Tris/HCl. 250 �l of the
diluted fraction was injected using a ProPAC-PA1 column (4�
250mm) on a Dionex (Jouy en Josas, France) high performance
liquid chromatography system. The elution was achieved as

follows: Tris/HCl (20 mM, pH 9.2) (solution A) for 1 min; elu-
tion gradient for 29 min with 85% A and 15% NaCl at 2 M
(solution B); plateau of 5 min in the same conditions; 10-min
elution gradient until 100%Bwas reached; plateau at 100%B for
5 min. The column was then re-equilibrated in 100% A. The
flow rate was 1ml/min. Detection was performed using a Spec-
troflow 757 UV spectrophotometer (Kratos-Analytical, Shi-
madzu, Champs surMarne, France) at a wavelength of 256 nm.

RESULTS

The OGT Inhibitor Alloxan Blocks O-GlcNAc Increase and
Progesterone-induced G2/M Transition—In a previous report,
we demonstrated that Xenopus oocyte meiotic resumption was
accompanied with a burst in O-GlcNAc content (22). In order
to understand the biological significance of this glycosylation
increase, we inhibited OGT using the uracil analogue alloxan
(ALX) (31). Recently, alloxan has been successfully used for its
OGT-inhibitory effect, in isolated neonatal ventricular car-

FIGURE 1. Meiotic progression is prevented by alloxan, an OGT inhibitor,
in Xenopus oocyte. Immature oocytes were treated with increasing amounts
of alloxan (lanes 4 – 8). M-phase entry was then induced by progesterone
treatment. A, GVBD was assessed using white spot observation. The histo-
gram shows the average GVBD values � S.D. Results are from three or four
(asterisks) independent experiments. B, oocytes were homogenized in lysis
buffer, and Western blot analyses were performed using a panel of antibod-
ies. O-GlcNAc content of oocytes was tested using an anti-O-GlcNAc-directed
antibody (RL-2). Activation of Rsk, Cdc2, and cyclin B2 was assessed as
described under “Experimental Procedures.” �-Catenin accumulation was
also analyzed. Lane 1, immature controls; lane 2, mature controls; lane 3,
oocytes treated with 5 mM uracil. Protein mass markers (kDa) are indicated to
the left. WB, Western blot; URA, uracil; Pg, progesterone.
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diomyocytes (32), in intact rat heart (33), and in C2C12 myo-
blasts (34). Oocytes were incubated with progesterone to trig-
ger G2/M transition, together with increasing amounts of
alloxan, and a dose-dependent inhibition of GVBD was
observed (Fig. 1A). Used as a negative control, uracil had no
effect onmeiosis resumption induced by hormonal stimulation
(third lane). A significant inhibitory effect of alloxan was
observed for concentrations ranging from 3 to 5 mM, whereas
lower doses (1 and 2 mM) had no or little effect on G2/M tran-
sition. Prevention of M-phase by alloxan appeared to be corre-
lated with an O-GlcNAc level reduction: O-GlcNAc progres-
sively decreased from 3 to 5 mM alloxan-treated oocytes to
finally reach an O-GlcNAc pattern similar to that of immature
oocytes (G2-phase). At the biochemical level, oocytes treated
with these alloxan concentrations did not exhibit the typical
pattern of M-phase-entered oocytes (Fig. 1B, lanes 6–8). Rsk,
whose phosphorylation directly depends upon MAPK activity,
remained unphosphorylated, in contrast to phosphorylated
forms that shift in electrophoretic mobility in metaphase II-
arrested control oocytes; Cyclin B2 remained unphosphoryla-
ted (proven by the presence of a doublet of isoforms), and Cdc2
phosphorylation on Tyr15 confirmed that MPF heterodimer
was under an inactive form in these oocytes (compare lanes 1, 2,
and 8). Accumulation of �-catenin was also examined as a
marker of the meiotic process. �-Catenin accumulates during
G2/M transition due to inhibition of GSK3� (glycogen synthase
kinase 3�) that phosphorylates �-catenin on a PEST sequence,
leading to its degradation by the proteasome system (35). In a

previous work, we reported that �-catenin O-GlcNAc content
was enhanced after progesterone stimulation (22). As expected,
�-catenin was easily detected in oocytes incubated solely with
progesterone or with low concentrations of alloxan (1 and 2
mM). Expression of �-catenin was dramatically reduced when
alloxan was used at higher concentrations (Fig. 1B, bottom).
At the cytological level, high concentrations of alloxan pre-

vented meiotic spindle formation, as proved by the presence of
an intact germinal vesicle envelope (Fig. 2C). Meiotic spindles
detected were similar in oocytes treated with uracil (Fig. 2D) to
those examined in control mature oocytes (Fig. 2B).

To check for the nontoxicity and reversibility of alloxan
effect, oocytes that were incubated with 5mMALXwere rinsed
after overnight treatment and were allowed to reach the G2/M
transition in alloxan-free ND96 medium containing progester-
one (Fig. 3); in these conditions, more than half of the rinsed
oocytes exhibited GVBD (57 � 8.1%) (Fig. 3A), and removal of
alloxan allowed activation of both MAPK and MPF pathways,

FIGURE 2. Alloxan prevents GVBD. Oocytes were fixed, dehydrated, and
embedded in paraffin. Sections (7 �m) were stained with nuclear red for
detecting nuclei and chromosomes, whereas picroindigocarmine was used
to reveal cytoplasmic structures. A, immature oocyte showing an intact ger-
minal vesicle (GV). B, progesterone-treated oocyte (mature oocyte) with a
typical metaphase spindle (MS) and the first polar body (PB). C, alloxan-
treated oocyte showing an immature profile. D, uracil-treated oocyte show-
ing a mature profile.

FIGURE 3. Alloxan is not toxic, and its effect can be reversed. Immature
oocytes were first incubated overnight with 5 mM ALX, and then meiotic
resumption was stimulated (Pg). 16 h after progesterone addition, alloxan-
containing medium was removed (rinse), and oocytes were incubated in
alloxan-free medium containing progesterone. A, GVBD was assessed using
white spot observation. The histogram shows the average GVBD values � S.D.
Results are from four independent experiments. B, oocytes were homoge-
nized in lysis buffer, and Western blot analyses were performed. O-GlcNAc
content of oocytes; activation of Rsk, MAPK, and cyclin B2; Cdc2, and �-cate-
nin accumulation were assessed as described under “Experimental Proce-
dures.” Protein mass markers (kDa) are indicated to the left. WB, Western blot;
Pg, progesterone.
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accumulation of �-catenin, and increase in O-GlcNAc level
(Fig. 3B, compare lanes 3 and 4).
Since alloxan could interfere with any enzyme using uridine

and exert unrelated effects, a benzoxazolinone derivative (XI),
another OGT inhibitor (referred to as compound number 5 in
Ref. 28), has been tested for its ability to block M-phase entry.
Prior to hormonal stimulation, oocytes were incubated with 5
mM alloxan (Fig. 4, lane 3) or 500 �M benzoxazolinone deriva-
tive (lane 4) or without any inhibitor (lane 2). As for alloxan, the
benzoxazolinone derivative blocked G2/M transition;MPF and
MAPK pathways were not activated, and the O-GlcNAc level
did not increase after stimulation with progesterone.
M-phase Entry Inhibition Induced by Alloxan Does Not

Depend upon Reactive Oxygen Species Formation—Free radi-
cals have been reported to presumably control cell cycle (e.g.
through Cdc25 regulation) (36). When in solution, alloxan is in
equilibrium with its reduction product, dialuric acid, which
generates superoxide radicals (O2

. ) through a redox cycle (for a
review, see Ref. 37). These superoxide radicals are used by SOD
to generate hydrogen peroxide (H2O2). Within cells, hydrogen
peroxidemolecules sustain the Fenton reaction in the presence
of Fe2� ions and are then splinted into two hydroxyl radicals
(OH�).

To counteract potentially alloxan-mediated reactive oxygen
species (ROS) generation, alloxan-treated oocytes were incu-
bated with SOD and catalase (which produces H2O and 1⁄2 O2
fromH2O2) either 1 h prior to the progesterone addition (Fig. 5,
lanes 4 and 6) or overnight prior to progesterone addition (Fig.
5, lanes 8 and 10). In these conditions, the presence of the two
detoxifying enzymes did not prevent the action of alloxan at
concentrations ranging from 3 to 5mM: 1) GVBD did not occur
following progesterone stimulation (Fig. 5A); 2)O-GlcNAc lev-
els did not increase; and 3) Rsk, p42MAPK, and cyclin B2 phos-
phorylation patterns, as well as the �-catenin accumulation
profile, were typical of oocytes arrested in G2 (Fig. 5B).

Finally, oocytes were also incubated in increasing concentra-
tions of hydrogen peroxide (H2O2; concentrations ranging
from 0.1 to 5 mM). Although losing their pigmentation for 3, 4,

FIGURE 4. OGT inhibitor benzoxazolinone derivative (XI) prevents meiotic
resumption. Immature oocytes were treated with either 500 �M benzoxazolin-
one derivative (XI) or 5 mM ALX or used as a vehicle control with 0.5% Me2SO.
M-phase entry was then induced by progesterone treatment. A, GVBD was
assessed based on white spot observation. The histogram shows the average
GVBD values � S.D. Results are from three or four (asterisks) independent exper-
iments. B, oocytes were homogenized in lysis buffer, and Western blot analyses
were performed. O-GlcNAc content of oocytes and activation of Rsk and cyclin B2
were assessed as described under “Experimental Procedures.” Protein mass
markers (kDa) are indicated to the left. WB, Western blot; Pg, progesterone; DMSO,
dimethylsulfoxide.

FIGURE 5. Incubation of antioxidant enzymes does not reverse alloxan
effect. Immature oocytes were treated with different concentrations of
alloxan (lanes 3–10). To counteract the potentially alloxan-mediated ROS gen-
eration, alloxan-treated oocytes were incubated with SOD and catalase either
for 1 h prior to progesterone incubation (lanes 4 and 6) or overnight (O/N)
prior to progesterone incubation (lanes 8 and 10). Lanes 1 and 2 correspond to
immature and mature controls, respectively. A, GVBD was assessed using
white spot observation. The histogram shows the average GVBD values � S.D.
Results are from four independent experiments. B, oocytes were homoge-
nized in lysis buffer, and Western blot analyses were performed. O-GlcNAc
content of oocytes; activation of Rsk, Cdc2, and cyclin B2; and �-catenin accu-
mulation were assessed as described under “Experimental Procedures.” Pro-
tein mass markers (kDa) are indicated to the left. WB, Western blot; Pg,
progesterone.
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and 5 mM H2O2, oocytes nevertheless underwent GVBD, as
shown by hemisection along the animal-vegetal axis after heat
fixation (Fig. 6A; data not shown). Thus, G2/M progression was
not impaired by H2O2. Staining with anti-O-GlcNAc, anti-
Rsk1, anti-phospho-MAPK, anti-cyclin B2, anti-phospho-
Tyr15-Cdc2, and anti-�-catenin showed that oocyte incubation
with hydrogen peroxide did not prevent progesterone-induced
G2/M transition (Fig. 6B).
Alloxan Blocks O-GlcNAc Glycosylation and G2/M Transi-

tion Induced by Egg Cytoplasm Injection—G2/M transition
induced by progesterone depends upon protein synthesis.
However, when metaphase II-arrested oocyte (or egg) cyto-
plasm is injected into immature recipient oocytes, it triggers
G2/M transition through the MPF autoamplification loop,
independently of protein synthesis (12). In comparison with
progesterone-treated oocytes, cytoplasm-injected oocytes
exhibited no decrease in O-GlcNAc content following 3 mM
alloxan incubation (Fig. 7B, top). They also exhibited a typical
pattern of phosphorylation/dephosphorylation and �-catenin

accumulation similar to those of M-phase oocytes (Fig. 7B): 1)
cdc2 Tyr15 was dephosphorylated; 2) Rsk and cyclin B2 were
phosphorylated; and 3) �-catenin was accumulated in identical
proportion to the cytoplasm-injected control oocyte alone.
Complete inhibition for GVBD and activation of bothMPF and
MAPK pathways were obtained for 4 and 5 mM concentration
(Fig. 7, A and B). Alloxan similarly blocks GVBD, MAPK, and
MPF pathways activations in progesterone-treated oocytes and
in cytoplasm-injected oocytes. It must be noted that compared
with the first experiment in which progesterone was directly
added to trigger maturation, the alloxan concentration needed
to inhibit M-phase entry was higher (4 mM for egg cytoplasm
injection versus 3 mM for hormonal stimulation).
O-GlcNAcase Inhibition Accelerates Xenopus Oocyte M-phase

Entry—Because twoOGT inhibitors were tested and prevented
Xenopus oocyte M-phase entry (Figs. 1, 2, 4, and 7), we then
checked the effect of O-GlcNAcase inhibition on the matura-
tion process.
To this end, increasing amounts of PUGNAc, an inhibitor of

O-GlcNAcase (38), were microinjected in Xenopus oocytes prior
to hormonal stimulation (Fig. 8). PUGNAc caused a slight accel-
eration in maturation kinetics (p � 0.05 for 400 �M PUGNAc);

FIGURE 6. Hydrogen peroxide does not prevent Xenopus oocyte meiotic
resumption. Immature oocytes were incubated with increasing amounts of
hydrogen peroxide (H2O2) overnight before progesterone treatment. A, GVBD
was assessed using white spot observation. The histogram shows the average
GVBD values � S.D. Results are from four independent experiments. B, oocytes
were homogenized in lysis buffer, and Western blot analyses were performed.
O-GlcNAc content of oocytes; activation of Rsk, Cdc2, and cyclin B2; and
�-catenin accumulation were assessed as described under “Experimental
Procedures.” Protein mass markers (kDa) are indicated to the left. WB, Western
blot; Pg, progesterone.

FIGURE 7. Alloxan-mediated OGT inhibition also prevents cytoplasm-in-
duced meiotic resumption. Immature oocytes were incubated with ALX over-
night before stimulation of meiotic resumption. Meiotic resumption was induced
by injection of mature oocyte cytoplasm into immature oocyte. A, GVBD was
assessed using white spot observation. The histogram shows the average GVBD
values � S.D. Results are from three independent experiments. B, oocytes were
homogenized in lysis buffer, and Western blot analyses were performed.
O-GlcNAc content of oocytes; activation of Rsk, Cdc2, and cyclin B2; and
�-catenin accumulation were assessed as described under “Experimental
Procedures.” Protein mass markers (kDa) are indicated to the left. WB, Western
blot; cyto, injected cytoplasm.
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indeed, the time requested for 50% of oocytes to undergo GVBD
(GVBD50) was reached earlier in PUGNAc-injected oocytes
than in water-injected controls (Fig. 8A), and O-GlcNAc levels
were enhanced comparedwith injection of water (Fig. 8B, com-
pare lanes 3, 4, and 5 with lane 2). These data reinforced those
obtained with alloxan and benzoxazolinone derivative. Alto-
gether, these results demonstrated that the O-GlcNAc level
interfered with Xenopus oocyte M-phase entry.
GFAT Inhibition Fails to Prevent M-phase Entry in Xenopus

Oocytes—In somatic cells, the UDP-GlcNAc pool directly
depends upon glucose concentration (39). UDP-GlcNAc is
generated through the hexosamine biosynthetic pathway. The
hexosamine biosynthetic pathway is finely regulated by the key
enzyme, GFAT. Inhibition of GFAT leads to a decrease in the
UDP-GlcNAc pool and consequently to a decrease in O-Glc-
NAc glycosylation. In somatic cells, such an effect may be
obtained using DON and azaserine, which are well known
GFAT inhibitors. Both were used in an attempt to prevent
G2/M transition induced by progesterone in Xenopus oocytes.
When injected in immature oocytes prior to progesterone
treatment, DON and azaserine have no effect on hormonal
stimulation-inducedM-phase entry (Fig. 9A). This lack of effect
of GFAT inhibitors was previously observed by Slawson et al.
(27), who used DON to tentatively modify the GVBD rate. In
our experiments, no delay in GVBD kinetics was observed
between azaserine orDON-injected oocytes comparedwith the

control ones (water-injected). GVBD50 was similar to control,
whatever the conditions used to inhibit GFAT (data not
shown). GVBD percentages in oocytes injected either with aza-
serine or DON exhibited no significant differences from con-
trol oocytes (Fig. 9A). At a biochemical level, cyclin B2, Rsk, and
MAPK were not phosphorylated in immature G2-blocked
oocytes (Fig. 9B). Upon stimulation by progesterone, cyclin B2,
MAPK, and Rsk were phosphorylated, and changes in electro-
phoreticmobility were observed for cyclin B2 and Rsk (Fig. 9B).
In oocytes injected with either azaserine or DON, we observed
the typical mature oocyte pattern of phosphorylation and
�-catenin accumulation (Fig. 9B).
GFAT Inhibition Does Not Significantly Impair O-GlcNAc

and UDP-GlcNAc Contents in Xenopus Oocytes—Strikingly,
neither azaserine nor DON prevented the progesterone-in-
duced O-GlcNAc level increase that goes with M-phase entry
(Fig. 9). Increasing concentrations of azaserine (20, 60, and 100

FIGURE 8. O-GlcNAcase inhibitor PUGNAc causes an acceleration in GVBD
kinetics. Increasing amounts of PUGNAc were injected into immature
oocytes. We also injected water as a control. Oocyte recovery was permitted
overnight before progesterone treatment. A, for each condition, maturation
kinetic was performed, and GVBD50 was calculated. The histogram represents
the average values � S.D. of the relative time to GVBD50 for PUGNAc-treated
oocytes compared with water-injected controls (considered as 1 for normal-
ization). Results are from three independent experiments. B, oocytes were
homogenized in lysis buffer, and Western blot analyses were performed.
O-GlcNAc was assessed as described under “Experimental Procedures.” Pro-
tein mass markers (kDa) are indicated to the left. WB, Western blot; Pg,
progesterone.

FIGURE 9. GFAT inhibition does not prevent progesterone-induced meiotic
resumption. Immature oocytes were injected with GFAT inhibitors, DON or aza-
serine (AZA), overnight before stimulation of meiotic resumption. Control
oocytes were water-injected. A, GVBD was assessed using white spot observa-
tion. The histogram shows the average GVBD values � S.D. Results are from six
independent experiments. B, oocytes were homogenized in lysis buffer, and
Western blot analyses were performed. O-GlcNAc content of oocytes; activation
of Rsk, Cdc2, and cyclin B2; and �-catenin accumulation were assessed as
described under “Experimental Procedures.” Protein mass markers (kDa) are indi-
cated to the left. WB, Western blot; Pg, progesterone.
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�M) and DON (100, 300, and 500 �M) were tested, but no effect
on G2/M transition orO-GlcNAc levels was observed (data not
shown). To understand these results in apparent contrast with
our previous observations, the UDP-GlcNAc pool of each con-
dition was assayed using high performance anion exchange
chromatography (Fig. 10); no significant changes in the UDP-
GlcNAc pools were observed between the different conditions,
even in the presence of theGFAT inhibitors. These latter obser-
vations suggest that during G2/M transition, oocytes run for
O-GlcNAc on an existing UDP-GlcNAc pool and did not
require UDP-GlcNAc synthesis for the O-glycosylation
processes.
Cyclin B2 Is Associated with an O-GlcNAc Partner—Since

MPF is the universal key regulator of M-phase entry, we exam-

ined the putative glycosylation of cyclin B2 during oocyte mat-
uration (Fig. 11). Xenopus oocytes extracts were enriched on
WGA-beads using two different conditions (29); enrichments
were performed in smooth conditions (Fig. 11A) to preserve
protein/protein interactions and in stringent conditions to dis-
sociate complexes (Fig. 11B). Bound proteins were separated by
SDS-PAGE and blotted using an anti-cyclin B2 antibody. Hsc/
Hsp70 were used as a positive control, since several papers
related their O-GlcNAc modification (reviewed in Ref. 40).
Heat-shock proteins interact with many intracellular proteins,
explaining why such high quantities of Hsc/Hsp70 were
obtained in smooth conditions.
In smooth conditions, we observed that the two isoforms

of cyclin B2 (i.e. the active and the inactive forms) were asso-
ciated with an unknownO-GlcNAc partner in immature and
mature oocytes. However, in drastic conditions, staining of
enriched-O-GlcNAc proteins with the anti-cyclin B2 anti-
body revealed that cyclin B2 was not itself O-GlcNAc-mod-
ified, since SDS does not preserve binding of cyclin B2 to
WGA-beads. As a control experiment, treatment of oocyte
lysates with peptide N-glycosidase F was performed in order
to avoid the eventual presence of N-linked oligosaccharides
(data not shown).

DISCUSSION

M-phase entry is a particularly delicate step, preparing cells
for division, which requires highly organized spatio-temporal
events. These events are mainly driven by post-translational
modifications modulating protein expression or activities or
promoting protein degradation. Among these modifications,
phosphorylation and ubiquitination have been extensively
studied. The highly dynamic and ubiquitous PTM O-GlcNAc
has been proposed to play a role in cell cycle protein function,
thus presumably regulating cell cycle progression (24) and check-
points. Consistent with previous observations inX. laevis oocytes,
which reported an overall increase in O-GlcNAc modification

FIGURE 10. Xenopus oocyte UDP-GlcNAc pools are not perturbed by GFAT
inhibition. Since GFAT inhibition did not block meiotic resumption, contrary
to OGT inhibition, UDP-GlcNAc pools of mature, of immature, and of DON- or
azaserine-treated oocytes were assayed using high performance anion
exchange chromatography. A, profiles obtained for mature and immature
oocytes. The UDP-GlcNAc standard profile is shown at the bottom. B, percent-
age of UDP-GlcNAc pools obtained for the different conditions compared
with the mature oocytes (arbitrarily assigned as 100%). Results are from four
independent experiments.

FIGURE 11. Cyclin B2 interacts with an O-GlcNAc partner. Batches of twenty
immature (I) and mature (M) oocytes were lysed in homogenization buffer,
and enrichments of O-GlcNAc proteins on WGA-agarose beads were per-
formed in smooth conditions (A) to permit the recovery of all O-GlcNAc pro-
teins and their associated partners or in stringent conditions (B) as described
under “Experimental Procedures.” Bound proteins were separated by SDS-
PAGE and electrotransferred onto a nitrocellulose sheet. Western blot analy-
ses were performed using anti-Hsc/Hsp70 and anti-cyclin B2 antibodies. Con-
trol of enrichment on WGA-beads was performed using the anti-O-GlcNAc
antibody. Protein mass markers (kDa) are indicated to the left. WB, Western
blot.
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during G2/M transition (22), we show here that O-GlcNAc is
clearly requested for M-phase entry during meiosis in Xenopus
oocytes.
O-GlcNAc is the most widespread glycosylation type found

within the cytosolic and nuclear compartments of eukaryotic
cells, and it differs from other glycosylation types by its high
dynamism. Moreover, O-GlcNAc can compete with phospho-
rylation either at the same or at an adjacent site. Despite the
intensive study and interest devoted toO-GlcNAc, many func-
tions ruled by this glycosylation remain to be elucidated. Taking
into account the most recent observations, which have pointed
out the active role played byO-GlcNAc in the regulation of cell
cycle (22, 24, 27), we explored the effects of preventing the
O-GlcNAc dynamism on cell cycle progression by inhibition of
OGT and O-GlcNAcase, expecting disruption of its progres-
sion. We took advantage of the Xenopus oocyte model, where
G2/M transition may be triggered either by hormonal stimula-
tion or by cytoplasm injection; in our hands, both were blocked
when the OGT inhibitor alloxan was added in the medium.
Historically, alloxan has been used to induce experimental

diabetes in animals (for a review, see Ref. 37). The mechanism
bywhich diabetes ismimicked in animals relates to the produc-
tion of ROS, such as hydroxyl radicals. Hydroxyl radicals are
highly toxic for cells, especially for pancreatic beta cells, and, in
conjunction with an increased flux of calcium, they lead to beta
cell death and consequently to an inhibition of insulin secre-
tion, generating diabetes. We tested the hypothesis that ROS
released under alloxan treatment could affect G2/M transition
inXenopus oocytes. Indeed, ROS-mediated signal transduction
pathways are involved in phosphorylation events by activating
protein-tyrosine kinases and protein-serine/threonine kinases
through a process known as “receptor transactivation.” For
instance, ROS inhibits Erk1/2, c-Jun N-terminal kinase, and
p38 MAPK activations induced by angiotensin II and platelet-
derived growth factor in fibroblast (41), but ROS could alterna-
tively sustain MAPK activity through the inhibition of MAPK
phosphatases, which inactivates MAPK. ROS have been
described as potent inhibitors of phosphotyrosine phosphata-
ses, like Cdc25C (42). Thus, evidence has accumulated that
ROS interfere with cell cycle progression (36, 43). First, and
unexpectedly, increasing concentrations ofH2O2 had no effects
onG2/M transition induced by hormonal stimulation;MPF and
MAPK were detected in their active forms, whereas �-catenin
accumulated normally in H2O2-treated oocytes (Fig. 6). Sec-
ond, we counteracted potential ROS production via the allox-
an-dialuric acid redox cycle by the addition of SOD and cata-
lase, two detoxifying enzymes (Fig. 5).Whatever the conditions
we used (i.e. increasing the two enzyme amounts ormodulating
the time period post-progesterone addition), SOD and catalase
did not suppress the alloxan-mediated block of G2/M transi-
tion. Because both SOD and catalase failed to impair alloxan
effects and due to the lack of effect of a high concentration of
H2O2 on meiosis progression, it can be assumed that alloxan
does not act on the G2/M transition through ROS generation.
To address a potential effect of alloxan on an enzymeother than
OGT, which could use uridine as a substrate, we used a deriva-
tive of benzoxazolinone, an OGT inhibitor that was recently
identified (28). Since it is not a substrate for OGT, the benzox-

azolinone derivative should exhibit a better selectivity. There-
fore, the benzoxazolinone derivative appears to be a useful tool
to probe hypo-O-GlcNAc glycosylation. Indeed, we observed
that it decreasedO-GlcNAc to a greater extent than alloxan, at
one-tenth the concentration. In the presence of benzoxazolin-
one derivative (XI), reduction ofO-GlcNAc levels also impaired
meiotic progression as well as the activation of both MPF and
MAPK pathways. This leads us to the conclusion that O-Glc-
NAc modification is necessary for M-phase entry in Xenopus
oocytes. O-GlcNAcase inhibition also reinforced these obser-
vations, since PUGNAc had opposite effects compared with
those of alloxan and the benzoxazolinone derivative, since this
chemical compound accelerated GVBD.
Inhibition ofXenopus oocyte G2/M transition (stimulated by

either progesterone or cytoplasm injection) by alloxan was cor-
related to a drop in theO-GlcNAc level. Although the decrease
in the O-GlcNAc content prevented MPF and MAPK activa-
tions, as well as �-catenin accumulation, these effects appeared
to be reversible and nontoxic for oocytes, since removal of
alloxan from the medium allowed oocytes still to undergo and
complete G2/M transition in the presence of progesterone. In
contrast to hormonal stimulation, cytoplasm injection drove
M-phase entry independently of protein synthesis (12). It must
be emphasized that the alloxan concentration required was
higher to inhibit egg cytoplasm versus progesterone-induced
GVBD (4 versus 3 mM, respectively). One might argue that
mechanisms of protein synthesis induced by hormonal stimu-
lation, which play a crucial role in meiotic resumption, are
highly sensitive to O-GlcNAc modifications in Xenopus
oocytes. In these conditions, the decrease inO-GlcNAc content
also led to the absence of GBVD, MPF, and MAPK activations.
This last observation demonstrates that O-GlcNAc modifica-
tion is required for the activation of theMPF autoamplification
loop.
An alternative strategy to decrease O-GlcNAc content is to

target the enzyme responsible for UDP-GlcNAc synthesis,
GFAT. Intriguingly, and has previously observed (27), azaserine
andDON,which are both inhibitors of GFAT, had no effects on
progesterone-induced GVBD and activation of both MPF and
MAPK. Such inefficiency to affect theO-GlcNAc levelmight be
related to an absence of GFAT activity in M-phase-entered
oocytes. This hypothesis has been reinforced by UDP-GlcNAc
pool assays; there was no difference in the UDP-GlcNAc con-
tent between immature and mature oocytes. Thus, the use of
GFAT inhibitors appears not to be a relevant strategy to
decrease O-GlcNAc content and to study its role in Xenopus
oocytes. In addition to these observations, it has long been
known that carbon metabolism in Xenopus oocytes is mainly
directed to glycogen synthesis rather than to glycolysis (44).
From these considerations, it can be assumed that in Xenopus
oocytes, glucose tends to be stored rather than being
directed toward the hexosamine biosynthetic pathway.
Because early cleavages in Xenopus embryos rely on the use
of amino acids as its main source of carbon, glycolysis starts
only at the onset of gastrulation (45). Taken together, these
observations lead to the conclusion that oocytes glycosylate
their proteins on an existing UDP-GlcNAc pool in a process
that does not need UDP-GlcNAc production. Thus, Xenopus
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oocytes offer a unique opportunity to uncouple inhibition of
O-GlcNAc and GFAT in vivo.

Further targets and function of O-GlcNAc modification
remain to be determined during the cell cycle. Although the
involvement of O-GlcNAc at the G2/M transition (27) and at
the metaphase/anaphase transition may be suspected from the
observations of Slawson et al. (24, 27), we report for the first
time here a crucial role for OGT, theO-GlcNAc key enzyme, in
M-phase entry, and association of cyclin B2 with an unidenti-
fiedO-GlcNAc partnermight account for unsuspected levels of
regulation. If post-translational modifications, such as phos-
phorylation, have been described for cyclin B isoforms during
G2/M progression, their functions remain unclear except for
cyclin B1. The latter can be phosphorylated by MAPK and
polokinase, regulating MPF nuclear export but not enzymatic
activity of the heterodimer complex (46). In our hands, cyclin
B2 appeared to be in association with an O-GlcNAc-modified
partner throughoutG2- andM-phases, because interactionwas
not associated within the active or inactive states of the cyclin
B2-Cdk1 complex. Nevertheless, it may be hypothesized that
O-GlcNAc is involved in the association between cyclin B2 and
Cdc2 to form the heterodimer MPF or to play a role in the
interactions between MPF and its downstream effectors. It
should be also noted that O-GlcNAc level immediately
increases after hormonal stimulation (2 h post-progesterone;
data not shown), indicating thatO-GlcNAc is necessary for the
early steps of the G2/M transition. Because MAPK activity or
cyclin B synthesis is not essential forM-phase entry inXenopus
oocytes (17, 18, 21, 47), mechanisms sensitive to O-GlcNAc
variation, which are essential for G2/M transition, remain to be
elucidated.
As a valuable tool for studyingO-GlcNAc function in the cell

cycle, OGT inhibitors have opened a narrow field of investiga-
tion for deciphering the role of O-GlcNAc modification at the
G2/M transition. Further efforts are required to seek modifica-
tion ofO-GlcNAc content on the key regulators of the cell cycle.
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Abstract

In order to understand the importance of the cytosolic and nuclear-specific O-linked N-acetylglucosaminylation (O-GlcNAc) on cell
cycle regulation, we recently reported that inhibition of O-GlcNAc transferase (OGT) delayed or blocked Xenopus laevis oocyte germinal
vesicle breakdown (GVBD). Here, we show that increased levels of the long OGT isoform (ncOGT) accelerate X. laevis oocyte GVBD. A
N-terminally truncated isoform (sOGT) with a similar in vitro catalytic activity towards a synthetic CKII-derived peptide had no effect,
illustrating the important role played by the N-terminal tetratrico-peptide repeats. ncOGT microinjection in the oocytes increases both
the speed and extent of O-GlcNAc addition, leads to a quicker activation of the MPF and MAPK pathways and finally results in a faster
GVBD. Microinjection of anti-OGT antibodies leads to a delay of the GVBD kinetics. Our results hence demonstrate that OGT is a key
molecule for the timely progression of the cell cycle.
� 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: OGT; O-GlcNAc; Xenopus laevis; Oocyte; Cell cycle
O-GlcNAc is a dynamic post-translational modification
(PTM) abundantly found in metazoans (for review see [1]).
O-GlcNAc addition and removal are, respectively, cata-
lyzed by two enzymes, the O-GlcNAc transferase (OGT)
and the O-GlcNAcase. Although three different OGT iso-
forms have been described [2], their number remains largely
inferior to the number of kinases that promote the phos-
phate moiety addition on Ser, Thr or Tyr hydroxyl func-
tions. Study of O-GlcNAc began in the middle of the
eighties, leading to a total of over 400 O-GlcNAc-bearing
proteins presently identified. Nevertheless, despite the
yin–yang model describing the reciprocal nature of O-Glc-
NAc addition and phosphorylation, the exact functions
performed by O-GlcNAc remain elusive.
0006-291X/$ - see front matter � 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.bbrc.2008.02.063
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An involvement of this modification in cell cycle pro-
gression was suggested two decades ago [3] and was
recently further detailed [4]. Different chemical inhibitors
of both molecular players—alloxan [5] and a benzoxazoli-
none derivative [6] for OGT and PUGNAc [7] for O-
GlcNAcase—have been described. Incubation of Xenopus

laevis oocytes with them allowed to establish a direct link
between O-GlcNAc and cell cycle control [8]. These studies
demonstrated that OGT was involved in oocyte maturation
and that it affects activation of both p42MAPK and MPF
(Cdk1-CyclinB) pathways induced by hormonal stimula-
tion. In Xenopus oocytes or egg extracts it was also shown
that microinjection of a galactosyltransferase and the
resulting elongation of GlcNAc residues with galactose,
inhibited M-phase entry and blocked S to M-phase transi-
tion [9]. Altogether, these results strongly suggest the piv-
otal role of the O-GlcNAc modification in the control of
cell cycle progression.

mailto:tony.lefebvre@univ-lille1.fr


Fig. 1. sOGT and ncOGT production and control of activity. (A) Purification of recombinant human sOGT and ncOGT. SDS–PAGE analysis of the
purified sOGT and ncOGT: mass markers (lane 1, in kDa), sOGT (lane 2), and ncOGT (lane 3). (B) In vitro activity of recombinant OGT on a peptide
substrate. Activity of sOGT (upper chromatograms) and ncOGT (lower chromatograms) were assessed on a peptide derived from the casein kinase II
(Pep-CKII). Serine corresponding to the modification site is shown in bold and is underlined. Chromatograms corresponding to the reaction without OGT
(grey) and with recombinant OGTs (black) were overlaid. Peaks 1 and 2 were analyzed by mass spectrometry. Peak 1 corresponds to the non-modified
Pep-CKII and peak 2 to the peptide carrying the O-GlcNAc group. (C) Characterisation of the O-GlcNAc modification on Pep-CKII by NMR
spectroscopy. HN/Ha–Hb region of the proton TOCSY spectrum of the non-modified pep-CKII (blue) and the recombinant OGT in vitro modified-peptide
(red). The HN, Ha, and Hb protons of S12 undergo chemical shift changes following O-GlcNAc modification. The spin system from the O-GlcNAc moiety
is visible at 8.248 ppm (HN from the N-acetyl group). Peaks (in red) from the O-GlcNAc-S12 residue are boxed. (For interpretation of the references in
colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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addition to the Ser12 hydroxyl was nearly complete, as
demonstrated by the comparative RP-HPLC profiles for
the unmodified and the glycosylated peptide and
subsequent mass spectrometry analyses (Fig. 1B). NMR
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spectroscopy allowed us to ascertain the specificity of the
enzyme, as we could establish that only this particular
Ser was modified by O-GlcNAc. Although the amide pro-
ton of both the Ser12 and Ser13 shifted upon addition of
the O-GlcNAc moiety on the Ser12 hydroxyl function, only
for Ser12 we detected Ha and Hb chemical shift changes
(Fig. 1C). Chemical shift changes for the side chain carbons
were even more discriminative, as only those of the
Ser12 side chain changed in the 1H, 13C HSQC spectrum
(Fig. 1, Supplemental data).

Whereas we first obtained these results with ncOGT, the
results with the smaller sOGT isoform were nearly identical
(Fig. 1B). This demonstrates that the catalytic activity
towards a small peptide substrate does not require the N-
terminal TPR, but is solely carried by the C-terminal cata-
lytic domain. Despite the presence of two other Ser and one
Thr residues in the same peptide, both isoforms of the
OGT enzyme display an absolute specificity towards
Ser12 of this peptide.

Unlike sOGT, ncOGT is active when microinjected into

oocyte

sOGT and ncOGT were microinjected within an identi-
cal volume of 50 nL. Two hours post-injection, oocyte
GVBD was triggered by overnight incubation with proges-
terone. Oocytes were subsequently lysed and analyzed by
WB: α-O-GlcNAc

WB: α-cyclin B2

WB: α-OGT

--Buffer alone
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Fig. 2. sOGT has no activity on oocyte meiotic resumption contrary to ncO
transferase were microinjected into immature oocytes prior to progesterone in
were analyzed for O-GlcNAc, cyclinB2, Erk2, b-catenin, and actin contents
phosphorylated (phospho) and non-phosphorylated (non-phospho) forms of c
progesterone; WB, Western blot.
western blots for the presence of O-GlcNAc and cell cycle
markers (Fig. 2). Activation of the p42MAPK and MPF
pathways was examined using an anti-Erk2 and an
anti-cyclinB2 antibody, respectively. The discrimination
between active/non active Erk2 and between active/non
active cyclinB2 is based on the doublet pattern of both pro-
teins: the non-phosphorylated lower migrating one is the
inactive form, whereas the upper band is the active phos-
phorylated form. When we analyzed the non injected or
buffer microinjected oocytes, we readily detected the longer
OGT isoform by the DM17 anti-OGT antibody, whereas
the sOGT isoform was hardly detectable. Microinjection
of the latter evidently lead to its detection as two bands
migrating at 70 kDa. However, despite its in vitro activity,
sOGT had no effect on the overall O-GlcNAc level after
progesterone stimulation, when compared to buffer-
injected oocytes. In contrast, ncOGT injection significantly
increased O-GlcNAc levels compared to sOGT and buffer.
Independently of the microinjected substance, p42MAPK
and MPF pathways were both activated upon progesterone
stimulation. However, accumulation of b-catenin was more
pronounced in ncOGT-injected oocytes (Fig. 2). The anti-
O-GlcNAc Western blot displays a band at a molecular
weight corresponding to b-catenin (Fig. 2), with an identi-
cal pattern as that revealed by the anti-b-catenin antibody.
This observation strongly suggests that a major fraction of
the detected b-catenin is O-GlcNAc modified, reinforcing
ncOGT
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by Western blot. Arrows heads at the right of the figure indicate the
yclinB2 and Erk2. Molecular weights are indicated at the left (kDa). Pg,
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the role of this PTM in protein stability. This strengthens
the antagonism between GSK-3b and OGT, the latter
blocking the action of the former on target proteins.

Microinjection of ncOGT potentiates oocyte GVBD kinetics,

and activates more rapidly both p42MAPK and MPF

pathways

ncOGT or buffer alone was injected into immature
oocytes. Two hours after microinjection, oocytes were
stimulated with progesterone and time course experiments
were performed by harvesting oocytes at different time-
150-
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points and analyzing their status as previously described.
For each experiment, the time requested for 50% of oocytes
to undergo GVBD (GVBD50, a convenient indicator of
GVBD kinetic variation) was determined (Fig. 3A). We
consistently compared the maturation kinetics for the same
batch of oocytes microinjected with buffer or with ncOGT.
For each time-point, O-GlcNAc content and p42MAPK
and MPF pathways activation were assessed by Western
blotting (Fig. 3B). Fig. 3A shows that oocytes matured
more rapidly when microinjected with ncOGT. In a typical
experiment, buffer-injected oocytes reached GVBD50
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injection accelerated this time-point to only 165 min after
GVBD release. Interestingly, microinjection of the ncOGT
leads to a quick increase in O-GlcNAc levels, even before
the GVBD process promoted by progesterone has set in.
Indeed, when we compare the first time-point for both con-
ditions, where none of the oocytes has undergone GVBD,
O-GlcNAc levels are superior upon ncOGT injection. This
observation is in agreement with the significant enzymatic
activity that we observed for the OGT in our in vitro

assays. With the exception of PKA, that very efficiently
phosphorylates its consensus sequence [10], OGT largely
exceeds enzymatic efficiencies of many other kinases such
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as GSK-3b or CDK1/CycA (A. Leroy, I.L., and G. L.,
unpublished observations). Biochemical analyses indicate
that in ncOGT-injected oocytes, p42MAPK, and MPF
pathways were equally more rapidly activated (Fig. 3B;
compare Erk2 and CyclinB2 phosphorylation states at time
3 h post-progesterone stimulation for the two conditions)
in comparison with buffer-injected oocytes. When we sum-
marize these results obtained in three independent experi-
ments, we observed, before progesterone stimulation
(corresponding to time 0), a 4.27 ± 1.59-fold increase in
O-GlcNAc content in ncOGT-injected oocytes compared
to control buffer-injected ones (Fig. 3C) and a correspond-
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In the present report, we further exploit the possibility
to microinject recombinant proteins into oocytes to detail
the relationship between cell cycle and O-GlcNAc. Micro-
injection of the OGT long isoform into immature oocytes
was found to accelerate progesterone-induced GVBD
kinetics. This effect critically depends on the presence of
the full-length N-terminal TPRs, as a shorter isoform
devoid of these repeats had no significant effect. OGT neu-
tralization through the use of anti-OGT antibodies corrob-
orated these observations, since a concomitant decrease in
OGT activity was found to delay the GVBD/M-phase
entry.
Materials and methods

Expression and purification of sOGT and ncOGT. Plasmids for the
recombinant production of human sOGT and ncOGT in Escherichia coli

were obtained from the laboratory of S. Walker (Harvard Medical
School). The expression and the first step of purification were done as
previously described [6]. Following the Ni2+-NTA IMAC purification,
recombinant enzymes were purified by gel filtration chromatography using
a Superdex200 prep grade column equilibrated in 20 mM KH2PO4/
K2HPO4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5. Fractions from the size
exclusion chromatography were selected based on SDS–PAGE analysis,
pooled, supplemented with 0.5 mM Tris(hydroxypropyl)phosphine (THP)
and stored at �80 �C. Starting from 1.5 L cultures and following the
purification scheme described above we obtained 12 mg of pure sOGT and
4.9 mg of ncOGT (Fig. 1A).

In vitro activity of sOGT and ncOGT. The enzymatic activity of the
recombinant sOGT and ncOGT was assessed on a peptide substrate (Pep-
CKII: KKKYPGGSTPVSSANMM) derived from Casein kinase-II which
is a known natural substrate for OGT [6]. The reaction mixtures contained
200 lM Pep-CKII, 500 lM UDP-GlcNAc, 12.5 mM MgCl2 in buffer
50 mM KH2PO4/K2HPO4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM THP,
pH 7.5. The assays were done in a final volume of 50 lL, with 2 lM of
either sOGT or ncOGT for 45 min at 37 �C. The reactions were stopped
with TFA and stored at �80 �C until analyzed.

The reaction mixtures were analyzed by RP-HPLC on a lRPC C2/C18
ST 4.6/100 column (GE Healthcare) with a TFA-acetonitrile system buffer
then by mass spectrometry on a MALDI-TOF (Applied Biosystem,
Voyager DE Pro). The addition of O-GlcNAc induces a different behav-
iour of the Pep-CKII on the reverse phase column. Indeed, the modified
peptide elutes earlier (16.15 mL) compared to the non-modified one
(16.80 mL), enabling a rapid quantification of the degree of modification
on the peptide substrate. The in vitro enzymatic addition of O-GlcNAc on
the peptide Pep-CKII was almost quantitative with both sOGT and
ncOGT (Fig. 1B). MALDI-TOF analyses of the RP-HPLC peaks con-
firmed that the modification corresponds to the addition of a single O-
GlcNAc residue per peptide. The modified peptide was further analyzed
by NMR spectroscopy. Spectra were recorded on 200 lM samples in
buffer 100 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 6.1,
on a Bruker Avance 600 MHz spectrometer equipped with a cryogenic
triple resonance probe head, at 25 �C (Bruker, Karslruhe, Germany). The
proton chemical shifts were referenced using the methyl signal of TMSP
(sodium 3-trimethyl-silyl-[2,2,3,3-d.4]propionate) at 0 ppm. The spectra
were processed with the Bruker TOPSPIN software package.

Handling of oocytes. After anesthetizing Xenopus females (purchased
from the University of Rennes I, France) by immersion in 1 g L�1 MS222
solution (tricaine methane sulfonate; Sandoz), ovarian lobes were surgi-
cally removed and placed in ND96 medium (96 mM NaCl, 2 mM KCl,
1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM Hepes–NaOH, pH 7.5). Fully grown
stage VI oocytes were isolated and follicle cells were partially removed by
1 mg mL�1 collagenase A (Roche Applied Science) treatment for 30 min
followed by a manual microdissection. Oocytes were stored at 14 �C in
ND96 medium until experiments. Meiotic resumption was induced by
incubating oocytes at 19 �C in ND96 medium containing 10 lM of pro-
gesterone (Sigma–Aldrich). GVBD which reflects oocyte entry into the
maturation process was scored by the appearance of a white spot at the
animal pole of the oocyte.

OGT microinjection. Immature oocytes were microinjected using a
positive displacement digital micropipette (Nichiryo, Tokyo, Japan) either
with 50 nL of injection-buffer alone (50 mM KH2PO4/K2HPO4 pH 7.5,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM THP), or with 50 nL of injection-
buffer containing 0.57 mg mL�1 sOGT or 0.27 mg mL�1 ncOGT. Before
stimulation of meiotic resumption, oocytes were kept in ND96 at 14 �C for
1–2 h to allow them to heal. For each time-point, 5–10 oocytes were taken
respecting the white spot ratio and stored at �20 �C until further bio-
chemical analysis.

Anti-OGT antibody microinjection. Immature oocytes were microin-
jected either with 40 nL of anti-OGT antibody (DM17; Sigma–Aldrich) or
with 100 nL of rabbit control IgG (Santa Cruz Biotechnologies). Before
stimulation of meiotic resumption, oocytes were kept in ND96 at 14 �C
overnight. For each time-point, 5–10 oocytes were taken respecting the
white spot ratio and stored at �20 �C until further biochemical analysis.

SDS–PAGE and western blotting. Proteins (the equivalent of one
oocyte was loaded per lane) were run on a 17.5% modified SDS–PAGE
[8]—this kind of gel allows a better discrimination between protein iso-
forms of phosphorylation- and electroblotted onto nitrocellulose sheet.
Blots were saturated with 5% (w/v) non-fatty milk in TBS (Tris-buffered
saline)-Tween (15 mM Tris, 140 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween, pH 7,5)
for 45 min. Primary antibodies were incubated overnight at 4 �C. Mouse
monoclonal anti-O-GlcNAc (RL-2; Affinity Bioreagents), mouse mono-
clonal anti-Erk2 (D-2; Santa Cruz Biotechnologies), rabbit polyclonal
anti-b-catenin (H-102; Santa Cruz Biotechnologies), rabbit polyclonal
anti-cyclin B2 (generously provided by Dr. John Gannon from the ICRF,
South Mimms, UK) were used at a dilution of 1:1000. Rabbit polyclonal
anti-actin (I-19; Santa Cruz Biotechnologies) antibody was used at a
dilution of 1:10,000. Nitrocellulose membranes were washed in
TBS-Tween and incubated with either an anti-mouse horseradish peroxi-
dase-labeled secondary antibody or an anti-rabbit horseradish peroxidase-
labeled secondary antibody (GE healthcare) at a dilution of 1:10,000.
Finally, membranes washes were performed with TBS-Tween and the
detection was carried out with enhanced chemiluminescence (GE
Healthcare).
Results and discussion

Recombinant sOGT and ncOGT are both active on a casein

kinase II-derived peptide

To date, three OGT isoforms have been described [2]:
two nucleocytoplasmic forms, namely ncOGT (nucleocyto-
plasmic OGT) and sOGT (short OGT), and a mitochon-
drial form, mOGT (mitochondrial OGT). These three
isoforms exhibit an identical catalytic domain localised in
the second half of the protein but differ in the N-terminal
part and more particularly in the number of tetratrico-pep-
tide repeats (TPR) they contain. The TPR motif is a stretch
of thirty four amino-acids that is found in numerous pro-
tein interacting domains: ncOGT possesses 12 TPR, sOGT
only 2 and mOGT possesses 9 repeats in addition to a
mitochondrial target sequence.

We recombinantly produced human sOGT and ncOGT
in E. coli, and purified the resulting enzymes to purity, as
assessed by SDS–PAGE (Fig. 1A). In vitro enzymatic activ-
ities for sOGT and ncOGT were tested using a CKII-
derived peptide. After 45 min of incubation with a catalytic
amount of enzyme (enzyme:substrate=1:100), O-GlcNAc
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ing diminution of the relative time to reach GVBD50

(Fig. 3D, 0.84 ± 0.08 for ncOGT-injected oocytes versus

buffer-injected oocytes (considered as 1 for normaliza-
tion)). In summary of this experiment, ncOGT microinjec-
tion increases O-GlcNAc level before progesterone
stimulation, and leads subsequently to an acceleration of
the GVBD process.

Neutralization of OGT with specific-directed antibodies

delayed GVBD time

In order to complete our results shown in Fig. 3, and
further underscore the previously obtained results with
the OGT chemical inhibitors [8], we microinjected the poly-
clonal anti-OGT antibody (DM17) in immature oocytes
before progesterone stimulation. A negative control was
performed by microinjection of rabbit IgG. Time course
experiments were realised as for microinjection of ncOGT.
Contrary to ncOGT microinjection, anti-OGT microinjec-
tion delayed GVBD time span (Fig. 4A, GVBD50 reached
at 395 min for IgG-injected oocytes versus 420 min for anti-
OGT injected ones) but only slightly decreases O-GlcNAc
content (Fig. 4B). The latter result suggests that antibody
injection only partially blocks the enzymatic activity of
the OGT in the oocyte. Both p42MAPK and MPF path-
way activations were delayed as attested by Erk2 and
cyclinB2 staining (Fig. 4B, compare time 6 h for DM17 ver-

sus IgG). These observations demonstrate that DM17 par-
tially blocks OGT activity, leading to an increase in
GVBD50. This experiment corroborates results described
above and demonstrates that OGT is physically involved
in Xenopus oocyte meiotic resumption.

Our work demonstrates the crucial implication of OGT in
the X. laevis oocyte G2/M transition. Microinjection of the
recombinant human ncOGT accelerates oocyte meiotic
resumption, whereas partial OGT neutralization slows down
this process. We showed that only the long isoform of OGT
was active in oocytes, whereas the short form was not,
despite a similar in vitro activity on a CKII-derived peptide
for the two forms. This discrepancy can be explained by
the strict in vivo requirement of a full-length N-terminal
domain containing all TPR for substrate recognition and
modification. Western blotting did not lead to a significant
detection of the endogenous sOGT isoform (Fig. 2, compare
lanes 1–3, 6, and 7 to lanes 4 and 5), so it remains to be seen
whether and how sOGT would be active in the Xenopus

oocyte. At the time of maturation, the microinjection of
ncOGT significantly stabilizes b-catenin, a transcription fac-
tor whose activity is required for embryonic dorsalization
[11]. It normally does not accumulate in immature oocytes,
since its phosphorylation by GSK-3b leads to its ready deg-
radation. Upon hormonal stimulation, GSK-3b inhibition
leads to b-catenin dephosphorylation, allowing its accumu-
lation. Inhibition of GSK-3b by lithium was previously
shown to influence the O-GlcNAc content of different cellu-
lar proteins, with both increased and decreased contents of
O-GlcNAc [12]. Our results show that microinjection of an
active form of ncOGT leads to an increased pool of b-catenin
after GVBD (Fig. 2). This pool must probably carry an O-
GlcNAc modification, as witnessed by the identical band
detected at the same molecular weight by the anti-O-GlcNAc
antibody (Fig. 2), and thereby provides a link between OGT
enzyme activity and b-catenin stability. The observation that
immature oocytes possess high O-GlcNAc levels 2 h after
microinjection with the ncOGT enzyme but before incuba-
tion with progesterone (time 0) is also interesting, as it might
explain why this pool of oocytes would enter M-phase more
rapidly. Without microinjection but after hormonal stimula-
tion, O-GlcNAc levels were previously shown to rise rapidly
[13], and inhibition of OGT abrogated or delayed meiotic
resumption [8]. This suggests that the O-GlcNAc burst is
essential for oocyte GVBD, and would correlate with the
high O-GlcNAc levels mediated by microinjection of the
active ncOGT enzyme rendering the oocytes more suscepti-
ble to progesterone stimulation. The present study thereby
underscores the pivotal function of O-GlcNAc in meiotic
resumption, and links it directly to the stability of cellular
factors. Further identification of OGT oocyte targets should
highlight the role of O-GlcNAc in the complex progression
of the cell cycle G2/M transition.
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Appendix A. Supplementary data

1H–13C HSQC spectra of pep-CKII (in blue) and in vitro

O-GlcNAc modified pep-CKII (in red). Spectra are cen-
tered on the Ca–Cb region of the peptides. Supplementary
data associated with this article can be found, in the online
version, at doi:10.1016/j.bbrc.2008.02.063.
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Identification of Structural and Functional
O-Linked N-Acetylglucosamine-bearing
Proteins in Xenopus laevis Oocyte*□S

Vanessa Dehennaut‡§¶, Marie-Christine Slomianny‡�, Adeline Page�**,
Anne-Sophie Vercoutter-Edouart‡, Catherine Jessus‡‡, Jean-Claude Michalski‡,
Jean-Pierre Vilain§, Jean-François Bodart§, and Tony Lefebvre‡§§

O-Linked N-acetylglucosaminylation (O-GlcNAcylation)
(or O-linked N-acetylglucosamine (O-GlcNAc)) is an abun-
dant and reversible glycosylation type found within the
cytosolic and the nuclear compartments. We have de-
scribed previously the sudden O-GlcNAcylation increase
occurring during the Xenopus laevis oocyte G2/M transi-
tion, and we have demonstrated that the inhibition of
O-GlcNAc-transferase (OGT) blocked this process, show-
ing that the O-GlcNAcylation dynamism interferes with
the cell cycle progression. In this work, we identified pro-
teins that are O-GlcNAc-modified during the G2/M transi-
tion. Because of a low expression of O-GlcNAcylation in
Xenopus oocyte, classical enrichment of O-GlcNAc-bear-
ing proteins using O-GlcNAc-directed antibodies or wheat
germ agglutinin lectin affinity were hard to apply, albeit
these techniques allowed the identification of actin and
erk2. Therefore, another strategy based on an in vitro
enzymatic labeling of O-GlcNAc residues with azido-Gal-
NAc followed by a chemical addition of a biotin alkyne
probe and by enrichment of the tagged proteins on avidin
beads was used. Bound proteins were analyzed by nano-
LC-nano-ESI-MS/MS allowing for the identification of an
average of 20 X. laevis oocyte O-GlcNAcylated proteins. In
addition to actin and �-tubulin, we identified metabolic/
functional proteins such as PP2A, proliferating cell nu-
clear antigen, transitional endoplasmic reticulum ATPase,
aldolase, lactate dehydrogenase, and ribosomal proteins.
This labeling allowed for the mapping of a major O-Glc-
NAcylation site within the 318–324 region of �-actin. Fur-
thermore immunofluorescence microscopy enabled the
direct visualization of O-GlcNAcylation and OGT on the
meiotic spindle as well as the observation that chromo-
somally bound proteins were enriched in O-GlcNAc and
OGT. The biological relevance of this post-translational

modification both on microtubules and on chromosomes
remains to be determined. However, the mapping of the
O-GlcNAcylation sites will help to underline the function
of this post-translational modification on each identified
protein and will provide a better understanding of O-Glc-
NAcylation in the control of the cell cycle. Molecular &
Cellular Proteomics 7:2229–2245, 2008.

Cells divide according to a spatially and a temporally reg-
ulated process called the cell cycle. This intricate mechanism
is usually divided into four phases, namely G1 (Gap1), S (DNA
replication), G2 (Gap2), and M (mitosis/meiosis). To ensure
successful completion of its division, each phase and each
checkpoint (G0/G1, G1/S, G2/M, and metaphase/anaphase)
are tightly controlled by several factors that work in concert.
Cyclin-dependent kinases (cdks)1 and their specific regulators
cyclins are the best described regulators monitoring the cell
cycle progression. A dysregulation of these cdks leads to an
uncontrolled cell division ending up in tissue cancerization (for
a review, see Ref. 1).

Xenopus laevis oocyte has been widely used as a model for
studying the regulation of the cell cycle. The imposing size of
this cell (1.3-mm diameter with a nucleus of 300 �m), a total
protein quantity of 25 �g/oocyte, and its amenability for ma-
nipulation made this model powerful for the characterization
and the identification of many key cell cycle components,
such as the M phase-promoting factor (MPF) and the cyto-
static factor (2, 3). During oogenesis, the oocyte accumulates
nutrients and materials (mRNAs and enzymes) that will be
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necessary to carry out meiosis and for the further fertilization
and embryogenesis. At the end of oogenesis, the oocyte is
physiologically blocked in prophase of the first meiotic divi-
sion in a G2-like stage and is called immature oocyte. After
progesterone stimulation (produced and secreted by follicular
cells surrounding the oocyte in response to LH), the oocyte
resumes meiosis in a G2/M analogue transition phase; this
process termed oocyte maturation is first accompanied by the
germinal vesicle breakdown, the condensation of the chro-
mosomes, and the spindle assembly (for a review, see Ref. 4).
At the molecular level, the oocyte maturation is in part under
the control of cdc25C and myt1, a dual specificity phospha-
tase and a dual specificity kinase, respectively, acting on cdk1
Thr-14 and Tyr-15. The phosphorylation status of both resi-
dues is critical for the activation of the MPF (cdk1-cyclin B) (5,
6). Concomitantly to the MPF, the mos-erk2 pathway, which is
required for normal spindle formation (7), is also activated. At
the end of maturation, the meiotic cell cycle is stopped in
metaphase II in anticipation for fertilization.

We have shown recently that the X. laevis oocyte matura-
tion was accompanied by an increase in O-GlcNAcylation (8)
and that the inhibition of O-GlcNAc-transferase (OGT), the
enzyme transferring the GlcNAc group to the target proteins,
delayed or blocked this process (9) depending on the inhibitor
concentration. O-GlcNAcylation is a particular PTM in that it
possesses features different from other glycosylation types
(for reviews, see Refs. 10–13). First, O-GlcNAcylation is the
modification of serine and threonine residues by a single
N-acetylglucosamine moiety that is neither elongated nor
epimerized. Second, it is found within the cytosolic and the
nuclear compartments, whereas the “classical” N- and O-gly-
cosylation types are mainly confined into the lumen of or-
ganelles (endoplasmic reticulum, Golgi, and lysosome) and
the secretory pathway, including membrane-bound proteins.
Third, O-GlcNAcylation is highly dynamic like phosphoryla-
tion. These two PTMs can indeed compete at the same or a
neighboring site. Although O-GlcNAcylation is abundantly
widespread in eukaryotes and although more than 600 pro-
teins bearing O-GlcNAc have been identified to date (for
reviews, see Refs. 11–13), in most cases its exact function(s)
remains to be elucidated. Nevertheless O-GlcNAcylation
seems to be crucial for many cellular processes such as
transcription, cell signaling, intracellular trafficking, develop-
ment, and the cell cycle. Several studies support the
functional importance of O-GlcNAcylation in the cell cycle
progression (for a review, see Ref. 14). For instance, microin-
jection of bovine galactosyltransferase, an enzyme capping
terminal GlcNAc residues, inhibited Xenopus oocyte M phase
entry and blocked M to S phase transition (15). At the same
time, Slawson et al. (16) showed that the perturbation of
Xenopus oocyte O-GlcNAcylation levels either by glucosa-
mine or PUGNAc treatment modified the maturation kinetics.
Later PUGNAc was used to inhibit the O-GlcNAc-hydrolyzing
enzyme O-N-acetylglucosaminidase in somatic cultured cells:

PUGNAc-treated cells progressed more slowly through the
cell cycle than the untreated cells (17). Therefore, it appears
that O-GlcNAcylation, like many other PTMs, plays a deter-
mining role in the regulation of the cell cycle. For example, the
impact of histone modifications by methylation, acetylation,
and phosphorylation in the relaxation/condensation of chro-
matin during the G2/M transition has been described inten-
sively (for a review, see Ref. 18). The regulation of cyclin
stability by ubiquitination and the regulation of MPF activity by
phosphorylation are two other examples of the control of the
cell cycle by PTMs. To better understand how O-GlcNAc
levels can control the cell cycle, the identification of proteins
for which O-GlcNAcylation content varies during this process
appears to be essential. Because of a low O-GlcNAcylation
expression in Xenopus oocyte in comparison with human
somatic cells, the enrichment of O-GlcNAc-bearing proteins
by classical approaches (based on immunoprecipitation or
lectin affinity) was insufficient for the identification of O-
GlcNAcylated proteins even if it previously allowed for the
identification of O-GlcNAc-modified actin and erk2. Here we
therefore opted for an in vitro modification of O-GlcNAc
proteins with azido-GalNAc (GalNAz) followed by a chemi-
cal addition of a biotin probe. This strategy led to the
identification of more than 20 proteins involved in cell ar-
chitecture, metabolism, and protein translation and to the
localization of an O-GlcNAcylated site within the 318–324
region of �-actin. Furthermore immunofluorescence micros-
copy studies showed that the meiotic spindle interacts with
OGT, bears O-GlcNAc, and/or interacts with O-GlcNAcylated
proteins and that condensed chromatin also interacts with OGT
and is enriched in O-GlcNAcylated proteins. The latter obser-
vations further underline the importance of O-GlcNAcylation in
cell division and in the progression of the cell cycle.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals, Chemicals, and Bioreagents

Adult Xenopus females came from the University of Rennes I
(Rennes, France). Tricaine methane sulfonate was purchased from
Sandoz (Levallois-Perret, France). Collagenase A and protease inhib-
itors were purchased from Roche Applied Science. Progesterone,
agarose-coupled WGA beads, agarose-coupled avidin beads, perox-
idase-labeled avidin, rabbit polyclonal anti-O-GlcNAc-transferase
(DM17), and mouse monoclonal anti-�-tubulin (Tub2.1) were pur-
chased from Sigma-Aldrich. Biotin alkyne, Click-itTM O-GlcNAc en-
zymatic labeling system, Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG, Alexa
Fluor 488 goat anti-rabbit IgG, and Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit
IgG were purchased from Molecular Probes/Invitrogen. Mouse mono-
clonal anti-O-GlcNAc (RL2) was purchased from Affinity Bioreagents
(Golden, CO). CTD110.6 was a kind gift from Prof. Gerald W. Hart’s
group (Johns Hopkins University, Baltimore, MD). Mouse monoclonal
anti-erk2 (D-2), rabbit polyclonal anti-actin (I-19), mouse monoclonal
anti-�-tubulin (B-5-1-2), and normal rabbit IgG control (sc-2027) were
from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). The guinea pig
polyclonal antibody directed against the 35-kDa catalytic subunit of
PP2A was described previously (19). Mouse monoclonal anti-PCNA
was purchased from Dako (Glostrup, Denmark). Anti-mouse (IgG or
IgM), anti-rabbit (IgG), and anti-guinea pig horseradish peroxidase-
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labeled secondary antibodies and enhanced chemiluminescence re-
agents were purchased from GE Healthcare. Texas Red-coupled
anti-mouse IgM was from Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.
(Suffolk, UK).

Handling of Oocytes

After anesthetizing Xenopus females by immersion in 1 g�liter�1

MS222 solution (tricaine methane sulfonate), ovarian lobes were sur-
gically removed and placed in ND96 medium (96 mM NaCl, 2 mM KCl,
1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES-NaOH, pH 7.5). Fully grown
stage VI oocytes were isolated, and follicle cells were partially re-
moved by a collagenase treatment for 30 min (1 mg�ml�1 collagenase
A) followed by a manual microdissection. Oocytes were stored at
14 °C in ND96 medium until experiments.

Stimulation and Analysis of G2/M Transition (Meiotic
Resumption) in Xenopus Oocytes

Meiotic resumption (M phase entry) was induced by incubating
G2-arrested oocytes in ND96 medium containing 10 �M progester-
one. Progesterone is naturally synthesized and secreted by follicular
cells (after stimulation by the hypophyseal gonadotropin LH) that are
around the oocyte. Progesterone is then transformed into different
metabolites that trigger meiotic resumption. Germinal vesicle break-
down achievement, a sign of M phase entry, was scored by the
appearance of a white spot at the animal pole of the oocyte and
checked by hemisection after heat fixation (3 min at 100 °C).

Immunoprecipitation Assays

Batches of 20 immature and matured oocytes and around 8�106

HeLa cells were lysed in 1 ml of immunoprecipitation buffer (IB; 10
mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (v/v) Triton X-100,
0.5% (w/v) sodium deoxycholate, 0.1% (w/v) SDS, protease inhib-
itors, pH 7.4). After centrifugation at 20,000 � g, supernatants were
incubated overnight at 4 °C with either 10 �l of anti-O-GlcNAc
(RL2), anti-actin antibodies, or control IgG. Then 50 �l of protein G
(for RL2 immunoprecipitation) or protein A (for actin immunopre-
cipitations) were added to the samples that were newly placed for
1 h at 4 °C. Four washes were carried out in the following order: IB,
IB supplemented with 0.5 M NaCl, IB/TNE (10 mM Tris/HCl, 150 mM

NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.4) (v/v), and finally TNE alone. Immunopre-
cipitates were resuspended in Laemmli buffer and boiled.

Enrichment of O-GlcNAc-bearing Proteins with WGA
Immobilized on Agarose Beads

These experiments were performed in two conditions as described
previously (8, 20): in non-denaturing conditions that permitted the
recovery of all O-GlcNAcylated proteins and their associated partners
and in more stringent conditions in which all protein-protein interac-
tions were broken.

WGA Enrichment in Non-denaturing Conditions—Batches of 20
immature or matured oocytes were removed and lysed in 100 �l of
homogenization buffer (60 mM �-glycerophosphate, 15 mM para-
nitrophenyl phosphate, 25 mM MOPS, 15 mM EGTA, 15 mM MgCl2,
2 mM DTT, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM NaF, proteases
inhibitors, pH 7.2). After centrifugation at 20,000 � g, supernatants
were collected and diluted with PBS (145 mM NaCl, 10 mM

Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4, pH 7.4). Then samples were incubated
for 90 min at 4 °C with 50 �l of WGA-agarose beads. The bound
proteins were collected by centrifugation, and the beads were
washed four times with PBS, resuspended in 50 �l of Laemmli
buffer, and boiled for 10 min.

WGA Enrichment in Stringent Conditions—Batches of 20 immature

or matured oocytes were removed and lysed in 200 �l of homogeni-
zation buffer (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5% (v/v)
Triton X-100, proteases inhibitors, pH 7.5). After centrifugation at
20,000 � g, supernatants were collected, and 800 �l of homogeni-
zation buffer were added. Then samples were incubated with WGA-
agarose beads, and WGA-bounds proteins were collected, washed
four times with washing buffer (10 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, 0.4%
(w/v) sodium deoxycholate, 0.3% (w/v) SDS, 0.2% (v/v) Nonidet P-40,
pH 7.5), resuspended in Laemmli buffer, and boiled.

Labeling of O-GlcNAc-bearing Proteins by GalNAz and Biotin
Alkyne Enrichment on Avidin Beads

Batches of 10 immature or matured oocytes were lysed in 100 �l of
homogenization buffer. 20 �g of bovine �-crystallin were used as a
positive control. Labeling of O-GlcNAc-bearing proteins by GalNAz
and biotin alkyne was done using the Click-it O-GlcNAc enzymatic
labeling system and the Click-it glycoprotein detection kit (biotin
alkyne) according to the manufacturer’s instructions. After labeling,
the proteins were precipitated using the methanol/chloroform kit pro-
tocol and resuspended in 50 �l of Tris/HCl, pH 8.0, containing 0.1%
(w/v) SDS. 700 �l of enrichment buffer (1% (v/v) Triton X-100, 0.1%
(w/v) SDS in PBS) were added to the sample before incubating with
50 �l of avidin-coupled beads (1 h at 4 °C). The avidin-bound proteins
were collected, washed three times with the enrichment buffer, re-
suspended in Laemmli buffer, and boiled. For the immunoprecipita-
tion of erk2, methanol/chloroform-precipitated proteins were resus-
pended in immunoprecipitation buffer and treated as described
above.

SDS-PAGE and Western Blotting

Proteins (the equivalent of one oocyte was loaded per lane) were
separated by 10% SDS-PAGE or by 17.5% modified SDS-PAGE (21,
22) for erk2 (this level of cross-linking allows a better discrimination
between the active and the inactive forms of these proteins) and
electroblotted onto nitrocellulose sheet. Although the quantity of pro-
teins remains rather constant in the Xenopus oocyte, equal loading
and transfer efficiency were checked using Ponceau red staining.
Blots were saturated with 5% (w/v) nonfat milk in TBS-Tween (15 mM

Tris, 140 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween) for 45 min or in 3% BSA in
TBS-Tween for the avidin-HRP blotting. Primary antibodies were
incubated overnight at 4 °C. Mouse monoclonal anti-O-GlcNAc (RL2),
mouse monoclonal anti-erk2 (D-2), mouse monoclonal anti-�-tubulin,
mouse monoclonal anti-PCNA, guinea pig polyclonal anti-PP2A, and
rabbit polyclonal anti-actin were used at a dilution of 1:1000. Mouse
monoclonal anti-O-GlcNAc CTD110.6 was used at a dilution of
1:4000. Then membranes were washed three times for 10 min in
TBS-Tween and incubated with either an anti-mouse (IgG or IgM)
horseradish peroxidase-labeled secondary antibody or an anti-rabbit
IgG or an anti-guinea pig IgG horseradish peroxidase-labeled sec-
ondary antibody at a dilution of 1:10,000. The avidin-labeled peroxi-
dase was used at a dilution of 1:15,000. Finally three washes of 10
min each were performed with TBS-Tween, and the detection was
carried out with enhanced chemiluminescence on a ChemiGenius2

bioimaging system (Syngene).

Protein Identification by Mass Spectrometry

After running 10% SDS-PAGE, proteins were silver-stained ac-
cording to the protocol described previously (23). Protein bands of
interest were trypsin-digested and analyzed as described by Slo-
mianny et al. (24). Nano-LC-nano-ESI-MS/MS analyses were per-
formed on an ion trap mass spectrometer (LCQ Deca XP�, Thermo
Electron, San Jose, CA) equipped with a nanoelectrospray ion source
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coupled with a nano-high pressure liquid chromatography system (LC
Packings Dionex, Amsterdam, The Netherlands).

1.4 �l of sample were injected into the mass spectrometer using a
Famos autosampler (LC Packings Dionex). The digest was first de-
salted and then concentrated on a reserve phase precolumn of
0.3-mm inner diameter � 5 mm (Dionex) by solvent A (95% H2O, 5%
acetonitrile, 0.1% HCOOH) delivered by a Switchos pumping device
(LC Packings Dionex) at a flow rate of 10 �l�min�1 for 3 min. Peptides
were separated on a 15-cm � 75-�m-inner diameter, 3-�m C18

PepMap column (Dionex). The flow rate was set at 200 nl�min�1.
Peptides were eluted using a 5–70% linear gradient of solvent B (20%
H2O, 80% acetonitrile, 0.08% HCOOH) for 45 min.

Coated nanoelectrospray needles were obtained from New Objec-
tive (Woburn, MA). Spray voltage was set at 1.5 kV, and capillary
temperature was set at 170 °C. The mass spectrometer was operated
in positive ionization mode. Data acquisition was performed in a
data-dependent mode consisting of alternately in a single run a
full-scan MS over the range m/z 500–2000 and a full-scan MS/MS of
the ion selected in an exclusion dynamic mode (the most intense ion
is selected and excluded for further selection for a duration of 3 min).
MS/MS data were acquired using a 2-m/z unit ion isolation window
and a 35% relative collision energy. MS/MS .raw data files were
transformed in .dta files with Bioworks 3.1 software (Thermo Elec-
tron). The .dta files generated were next merged with merge.bat
software to be downloaded in Mascot software (version 2.2) to create
a merge.txt file for database searches in Swiss-Prot 53.2 (updated
June 26, 2007; 272,212 sequences and 99,940,143 residues) and
MSDB (updated August 31, 2006; 3,239,079 sequences and
1,079,594,700 residues). Search parameters were the following: X.
laevis for taxonomy, one missed cleavage allowed, carbamidometh-
ylcysteine as fixed modification, 2 Da for peptide tolerance, and 0.8
Da for MS/MS tolerance. Results were scored using the probability-
based Mowse (molecular weight search) score (protein score is
�10 � log(p) where p is the probability that the observed match is a
random event). Individual scores greater than 31 in MSDB and 23 in
Swiss-Prot were considered as significant (p � 0.05). When peptides
matched to multiple members of a protein family with the same set of
peptides, the same sequences, and the same scores (for proteins and
for peptides), we reported the first listed protein with its correspond-
ing accession number that was given by the database.

Localization of the O-GlcNAcylation Sites on �-Actin Using
MALDI-TOF/TOF

MALDI-TOF/TOF spectra were obtained using an ULTRAFLEX IIITM

mass spectrometer (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany). The
instrument was operated in a reflector-positive mode. Sample prep-
aration was performed with the dried droplet method using a mixture
of 0.5 �l of sample with 0.5 �l of matrix solution. The matrix solution
was prepared from a saturated solution of �-cyano-4-hydroxycin-
namic acid in H2O, 50% acetonitrile. External mass calibration was
performed using a commercially prepared standard mixture of eight
peptides (Bruker Daltonics GmbH). For each MALDI analysis, spectra
were acquired using the FlexControlTM acquisition software (Version
2.2, Bruker Daltonics GmbH).

Immunocytological Analysis

Immunocytological analyses were carried out as described else-
where (7, 25).

Hemisection of Oocytes—All steps were done in 1.5-ml microcen-
trifuge tubes. The oocytes were fixed overnight in methanol at
�20 °C. Samples were gradually rehydrated with PBS. After five
rinses in PBS, the samples were incubated in PBS containing 0.1%
(v/v) Tween 20 and 3% (w/v) BSA for 30 min followed by an overnight

incubation at 4 °C with the primary antibodies in PBS, 0.1% (v/v)
Tween 20, 3% (w/v) BSA (diluted 1:50 for the anti-�-tubulin (Tub2.1),
anti-OGT (DM17), and anti-O-GlcNAc (CTD110.6 or RL2)). Samples
were then rinsed five times with PBS and incubated for 1 h at 4 °C
with the Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG, Alexa Fluor 488 goat
anti-rabbit IgG, Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG, or Texas Red-
labeled anti-mouse IgM secondary antibodies (1:100 in PBS, 0.1%
(v/v) Tween 20, 3% (w/v) bovine serum albumin). After five rinses in
PBS, samples were cut in half at the animal-vegetal equator. The
vegetal half was discarded, and the animal half was transferred to a
standard slide. The samples were dried and mounted in 80% glycerol,
20% PBS containing 1 �g�ml�1 Hoechst 33342. The oocytes were
visualized using an Axioplan 2 imaging microscope (Zeiss) and an
Axio Cam HRc camera (AxioVision).

7-�m Sections of Oocytes—The oocytes were fixed overnight in
methanol at �20 °C. Methanol was then gradually replaced by buta-
nol before embedding in paraffin. 7-�m sections were cut and trans-
ferred to a standard slide. Paraffin was removed with methylcyclo-
hexane, and samples were gradually rehydrated in successive baths
of alcohol ranging from 100 to 70% and finally water. After three
rinses in PBS, indirect immunofluorescence analyses were carried out
as described above.

RESULTS

Classical Techniques of O-GlcNAc-bearing Protein Enrich-
ments Are Not Suitable for Large Scale Identification in Oo-
cyte—We have reported previously that the X. laevis oocyte
G2/M transition was accompanied by an increase in O-Glc-
NAc glycosylation (8, 9). This glycosylation status change
could be observed using either the anti-O-GlcNAc-specific
RL2 or CTD110.6 antibodies (Fig. 1, A and B, respectively)
and wheat germ agglutinin (Fig. 1C), a lectin that recognizes
non-reducing terminal GlcNAc residues. These three tools are
frequently used for the purification of O-GlcNAc-modified
proteins with the intention of their identification (26, 27). Un-
fortunately this classical approach was not adequate to iden-
tify O-GlcNAcylated proteins in X. laevis oocyte. Indeed Xe-
nopus oocytes express much lower amounts of O-GlcNAc
than the typical somatic cell (HeLa) when compared for equal
proteins quantities (Fig. 1D, top panel (O-GlcNAc staining)
and bottom panel (tubulin staining); compare the expression
of �-tubulin between immature oocytes, matured oocytes,
and HeLa). Even working with high amounts of oocytes (sev-
eral milligrams of total proteins), it was difficult to obtain
sufficient quantities of O-GlcNAcylated proteins for their iden-
tification by the proteomics approach. The only way to reach
this objective was to enrich O-GlcNAcylated proteins using
anti-O-GlcNAc antibodies (or with WGA) and by staining the
bound proteins with specific antibodies or by immunoprecipi-
tating the protein of interest followed by its staining with an
anti-O-GlcNAc antibody (Fig. 2, A and B). Following these
directed/targeted approaches, anti-actin immunoprecipita-
tions (Fig. 2A) and WGA bead enrichments (Fig. 2B) were
performed on immature and matured Xenopus oocytes crude
extracts, and bound proteins were analyzed by Western blot.

Using this strategy, we first identified actin, a major cy-
toskeleton protein (Fig. 2A) as an O-GlcNAc-bearing protein.
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Using WGA enrichment in non-denaturing and harsh condi-
tions, we demonstrated previously that Hsp/Hsc70 was O-
GlcNAcylated and that cyclin B2 was associated with an
O-GlcNAcylated partner (9). Following the same approach,
we showed the O-GlcNAc modification of erk2 (Fig. 2B). At
this stage, we concluded that the use of anti-O-GlcNAc
antibodies or lectins was limited for the identification of
O-GlcNAcylated proteins in Xenopus oocytes. For these

reasons we developed another approach based on an in
vitro enzymatic labeling (Fig. 3).

Both Structural and Functional Proteins Have Higher O-
GlcNAcylation Levels in Matured Oocyte—�1,4-Galactosyl-
transferase I (GalT1) catalyzes the transfer of galactose to
non-reductive terminal GlcNAc residues. In the presence of
�-lactalbumin, GalT1 is capable to elongate glucose to form
lactose. GalT1 can also transfer GalNAc from UDP-GalNAc to
form low amounts of GalNAc �1,4-GlcNAc. The study of these
differences of activities led to the engineering of Y289L GalT1
(28) allowing this mutant galactosyltransferase to enlarge its
specificity for synthetic donors such as UDP-Gal analogues
like UDP-2-deoxy-2-propanonyl-Gal (29). The chemical label-
ing of 2-deoxy-2-propanonyl-Gal�1,4-GlcNAc proteins with
biotin enables their detection with avidin-labeled peroxidase.
UDP-GalNAz, another UDP-Gal derivative, is also a substrate
for the Y289L GalT1 that can transfer GalNAz to O-GlcNAc
residues. This enzymatic labeling is followed by the chemical
addition of a biotin alkyne probe. Indeed in the presence of

FIG. 1. Matured X. laevis oocyte expresses low O-GlcNAc
amounts limiting the identification of glycosylated proteins. A, B,
and C, progesterone stimulation induces an O-GlcNAcylation content
increase in oocyte. Meiotic resumption was triggered by stimulating
immature oocytes with progesterone (see the Introduction for more
details). Progesterone is naturally produced and secreted by follicular
cells surrounding the oocyte after their stimulation with the hypoph-
yseal gonadotropin LH. M phase entry was scored as described
under “Experimental Procedures.” Immature (G2-arrested) and ma-
tured (M phase-entered) oocytes were lysed in homogenization
buffer. Proteins were separated by SDS-PAGE and electroblotted
onto nitrocellulose, and O-GlcNAcylation was analyzed by Western
blot using the anti-O-GlcNAc-directed antibodies RL2 (A) and
CTD110.6 (B) or HRP-labeled WGA (C). D, Xenopus oocyte contains
very low amounts of O-GlcNAc. Immature oocytes, matured oocytes,
and HeLa cells were analyzed according to their O-GlcNAc content
using the RL2 anti-O-GlcNAc antibody. This analysis was performed
both on whole cell lysates (left panel) and on O-GlcNAc-enriched
fractions (right panel). An anti-�-tubulin was used on the whole cell
lysate to show the equal quantity of proteins loaded per lane. Protein
mass markers are indicated at the left (kDa). I, immature oocytes; M,
matured oocytes; WB, Western blot; IP, immunoprecipitation; WCL,
whole cell lysate.

FIG. 2. Actin and erk2 bear O-GlcNAc residues. A, immature
oocytes, matured oocytes, and HeLa cells were lysed in the immu-
noprecipitation buffer. Immunoprecipitation of actin was performed
as described under “Experimental Procedures.” After running, the
immunoprecipitates were stained either with the anti-actin or the
anti-O-GlcNAc antibodies. Controls of immunoprecipitation were car-
ried out with normal rabbit IgG. B, immature and matured oocytes
were lysed in the homogenization buffer, and the enrichments of the
O-GlcNAc proteins on WGA-agarose (WGA-enr.) were performed
either in non-denaturing conditions (�SDS) or in harsh conditions
(�SDS) as described under “Experimental Procedures.” Bound pro-
teins were analyzed using the anti-O-GlcNAc and the anti-erk2 anti-
bodies. Protein mass markers are indicated at the left (kDa). I, imma-
ture oocytes; M, matured oocytes; WB, Western blot; WCL, whole cell
lysate; IP, immunoprecipitation; IgG HC, immunoglobulin heavy
chain.
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Cu(I), azides and alkynes react together to form stable triazole
derivatives (cycloaddition) (30). In conjunction with �-elimina-
tion followed by a Michael addition with DTT, this labeling has
enabled the identification of a major site of O-GlcNAc glyco-
sylation (Ser-55) on the intermediate filament vimentin (31).
Therefore, immature and matured oocytes were lysed in ho-
mogenization buffer, and O-GlcNAc residues were in vitro
elongated by GalNAz and subsequently biotinylated with or
without further enrichment on avidin beads as described in
Fig. 3. Control experiments were performed in parallel on
bovine �-crystallin that contains a single O-GlcNAc residue on
Ser-162 (Fig. 4A). The proteins were separated by SDS-
PAGE, electrotransferred, and stained with peroxidase-la-
beled avidin (Fig. 4A). For further identification of the biotin-
labeled proteins (Fig. 4A), avidin-enriched biotinylated
proteins were separated by SDS-PAGE and silver-stained
(Fig. 4B). The bands were cut up and trypsin-digested. The
peptides were extracted, desalted, and analyzed by nano-LC-
nano-ESI-MS/MS (for details see “Experimental Procedures”).
These mass spectrometry analyses allowed for the identifica-
tion of 23 proteins that are listed in Table I according to their
biological role, i.e. structural proteins, metabolic enzymes,
translational proteins, and other functions. Several of these
proteins were already identified as bearing O-GlcNAc resi-
dues, but none were described previously in Xenopus (see the
“Discussion” for details).

To check that the proteins identified by the enzymatic/
chemical approach bound specifically to avidin, control ex-
periments were performed. In this respect, proteins from ma-
tured oocytes were labeled with GalNAz, but the labeling with
the biotin alkyne was omitted. Labeled proteins were enriched
on avidin-coupled beads, and the profile of the bound pro-
teins was analyzed by a staining with the avidin-labeled per-
oxidase and compared with the profile of the double labeled
proteins (Fig. 4C). The same experiment was also performed
without any labeling (neither the enzymatic labeling nor the
chemical labeling). Apart from proteins with molecular masses
higher than 60 kDa (indicated by NS (nonspecific)) and that
could correspond to natural biotinylated proteins such as
acetyl-CoA carboxylase, none of the bands found in the avi-
din-enriched fraction was found in the control fractions (with

no labeling or only labeled with GalNAz). Similar controls were
performed on �-crystallin, which could be detected on the
enriched fraction only when the double labeling was per-
formed (Fig. 4C, left part of the bottom panel).

We also confirmed the O-GlcNAc modification of PCNA and
PP2A, identified by the proteomics approach (Table I); actin,
identified both by the proteomics approach and by immuno-
precipitation (Table I and Fig. 2A); and erk2, visualized with
the WGA bead enrichment (Fig. 2B): Fig. 4D reveals that these
proteins can be detected on the avidin-enriched fraction by
Western blot only in the double labeling conditions. To con-
firm the glycosylation of erk2, proteins were doubly labeled
with GalNAz and biotin, and erk2 was subsequently immuno-
precipitated. The O-GlcNAcylation of the bound erk2 was
revealed by Western blot using avidin-peroxidase (Fig. 4E).

One MS/MS spectrum for actin and tubulin, two proteins
implicated in cell shape and architecture, is presented in Fig.
5. The sequence localization of the identified peptides is
indicated in the primary sequence of each protein.

A Major O-GlcNAcylation Site Maps in the Region 318–324
of �-Actin—As previously indicated, �-crystallin was used as
a standard to validate the methodology of the GalNAz/biotin
alkyne labeling procedure in our attempts to map O-GlcNAcy-
lation sites. �-Crystallin (Swiss-Prot accession number
P02470) possesses one site of O-GlcNAcylation on serine
162. The theoretical molecular mass of the modified peptide is
1641.84 Da after trypsin digestion and one missed cleavage:
the sequence of the peptide is AIPVS162REEKPSSAPSS. The
MALDI-TOF/TOF spectrum of the �-crystallin peptide m/z
2617.268 (Fig. 6) showed a neutral loss of 975.310 Da between
the precursor ion m/z 2617.268 and the y16 ion m/z 1641.958
corresponding to the modification with GlcNAc/GalNAz/biotin.
This result confirmed the presence of the modified form of
�-crystallin and allowed us to validate the biotin alkyne labeling
procedure in the mapping of O-GlcNAcylation sites. A sample in
which �-actin was identified was analyzed by LC-MALDI-TOF/
TOF using similar experimental conditions. Two ions corre-
sponding to peptides derived from the same sequence of the
�-actin were detected in the MS spectra (Table II). MS/MS
analysis of these ions was not performed because of the low
signal intensity on the MS spectrum. Despite low expression of

FIG. 3. The UDP-GalNAz and biotin alkyne labeling procedure. Labeling of the O-GlcNAc-bearing proteins by GalNAz and biotin alkyne
was carried out using the Click-it O-GlcNAc enzymatic labeling system and the Click-it glycoprotein detection kit (Invitrogen) as described
under “Experimental Procedures.” Briefly mutant GalT1 (Y289L GalT1) transfers GalNAz from the synthetic donor UDP-GalNAz to target the
O-GlcNAcylated proteins to form GalNAz �1,4-GlcNAc proteins. This enzymatic labeling is followed by the chemical addition of a biotin alkyne
probe in the presence of Cu(I) to form a stable triazole derivative. Biotinylated GalNAz-O-GlcNAc proteins were then purified on avidin beads.
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O-GlcNAcylation in the Xenopus oocyte, these analyses en-
abled the mapping of an O-GlcNAcylation site in a region of
�-actin between amino acids 318 and 324.

The Meiotic Spindle is O-GlcNAc-modified and/or Is Asso-
ciated with O-GlcNAc Proteins and Interacts with OGT—Be-
cause we identified �-tubulin as an O-GlcNAc-modified

FIG. 4. Labeling of the Xenopus oocyte O-GlcNAc-bearing proteins by GalNAz and biotin alkyne. A, after labeling of the Xenopus
oocytes (immature and matured) O-GlcNAcylated proteins and enrichment of the labeled proteins on avidin-coupled beads using the
procedure described in Fig. 3, bound proteins were separated by SDS-PAGE, and Western blot analyses were performed using HRP-labeled
avidin to test the efficiency of the labeling and of the enrichment procedures. �-Crystallin was used as a positive control. B, after enzymatic
and chemical labeling, immature and matured oocyte O-GlcNAcylated proteins were enriched on avidin beads, separated by SDS-PAGE, and
silver-stained. Each band was excised and subjected to trypsin digestion for further mass spectrometry analyses. C, controls of labeling and
controls of the avidin bead enrichment were carried out on �-crystallin and on matured oocytes. The proteins were separated by SDS-PAGE,
stained with Ponceau red (PR), and destained with TBS-Tween. The membrane was saturated with bovine serum albumin, and then a staining
was performed with the avidin-labeled peroxidase. D, to directly bring to the fore the O-GlcNAcylation of three of the proteins found by the
analyses of the mass spectrometry data, avidin-bound proteins were separated by SDS-PAGE and probed with anti-actin, anti-PCNA, and
anti-PP2A antibodies. On the same figure, the staining of the avidin-bound proteins with the anti-erk2 antibodies is also shown. E, after labeling
of the matured oocyte O-GlcNAcylated proteins, an immunoprecipitation was specifically performed with the anti-erk2 antibodies. The
immunopurified erk2 was stained either with the avidin-labeled HRP or with the anti-erk2 antibodies. Protein mass markers are indicated at the
left (kDa). Pg, progesterone; I, immature oocytes; M, matured oocytes; avidin-enr, avidin bead-enriched proteins; WB, Western blot; IP,
immunoprecipitation; crys, crystallin; NS, nonspecific bands.
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FIG. 5. �-Actin and �-tubulin repre-
sentative mass spectrometry spectra.
A, top panel, nano-LC-nano-ESI-MS/MS
spectrum of the doubly charged ion m/z
896.25 showing one of the five se-
quences stemming from actin digestion;
bottom panel, localization of the five se-
quences found for actin by nano-LC-
nano-ESI-MS/MS are located in the ac-
tin primary structure (bold characters).
The sequence described in the top panel
spectrum is underlined. B, top panel,
nano-LC-nano-ESI-MS/MS spectrum of
the doubly charged ion m/z 846.71
showing one of the four sequences
stemming from tubulin digestion; bottom
panel, localization of the four sequences
found for tubulin by nano-LC-nano-ESI-
MS/MS are located in the tubulin primary
structure (bold characters). The se-
quence described in the top panel spec-
trum is underlined.
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protein by proteomics approach and because tubulins are
major components of the division spindle, we wanted to di-
rectly visualize the O-GlcNAcylation of the spindle.

For that purpose, the metaphase II meiotic spindles from
hemisections and from 7-�m sections (Fig. 7, A and B, re-
spectively) of the matured oocytes were observed using im-
munofluorescence microscopy. Pictures indeed showed a co-
localization of tubulins and O-GlcNAc indicating that the
meiotic spindle is highly glycosylated and/or that it is associ-
ated with O-GlcNAc-bearing proteins (Fig. 7A, top panel). The
same observation was made with OGT (Fig. 7A, bottom panel,
and B, top panel). Slawson et al. (17) showed previously that
OGT was found on the mitotic spindle in somatic cells, but the
present work is the first to report direct O-GlcNAcylation of
the meiotic spindle. Another interesting point is that chromo-
somes were highly stained with both anti-O-GlcNAc and anti-
OGT antibodies (Fig. 7B, middle and bottom panels), demon-
strating that DNA, at least in its condensed form, is associated

with O-GlcNAcylated proteins. This observation is reinforced
by data presented in supplemental Fig. 1 showing mitotic
COS7 cells: as the mitosis progressed, the chromosomes
showed growing intensity of O-GlcNAc staining; this is par-
ticularly evident for the prophase/metaphase transition. More-
over the presence of O-GlcNAcylation and of the enzyme that
catalyzes the sugar transfer on the meiotic spindle and on the
chromosomes should have consequences on microtubule nu-
cleation, elongation, spindle morphogenesis, and chromo-
somal condensation and/or segregation to allow the cell to
divide.

DISCUSSION

The current data present the first analysis of the Xenopus
oocyte O-GlcNAcome. Previous studies have shown that the
maturation process, triggered by incubation with progester-
one or by the injection of cytoplasm containing MPF, is ac-
companied by a global O-GlcNAcylation increase (8, 9). The

FIG. 6. MALDI-TOF/TOF spectrum of �-crystallin modified peptide (m/z 2617.268 selected). A neutral loss of 975.310 Da is observed
between the precursor ion and the y16 ion. This loss corresponds to the modification of the peptide with GlcNAc/GalNAz/biotin. The peptide
sequence of �-crystallin was confirmed by MS/MS (left of the figure).

TABLE II
Characteristics of the two � -actin modified peptides

The sequences corresponding to each tryptic peptide are indicated with the positions of the first and the last amino acids. Mox indicates
methionine oxidation, and * indicates the potential site of O-GlcNAcylation. For each peptide, the number of missed cleavages, the theoretical
precursor ion m/z peptide, and the theoretical precursor ion of the peptide with biotin/GalNAz/O-GlcNAc labeling are presented.

Peptide Missed cleavages Theoretical precursor ion m/z
Theoretical precursor ion m/z with
biotin/GalNAz/O-GlcNAc labeling

316EITALAPST*MoxK
326 0 1177.6133 2153.1733

313MQKEITALAPST*MK326 1 1548.8124 2524.3724
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O-GlcNAcylation burst is essential for meiotic resumption be-
cause the inhibition of OGT prevents the M phase entry in
G2-arrested oocytes (9). Apart from �-catenin (8, 20) and
Hsp/Hsc70 (33–35) for which glycosylation has been demon-
strated previously in X. laevis, the nature of the proteins for
which O-GlcNAcylation increased during the G2/M transition
was virtually unknown, and therefore the goal of this work was
to identify them. This goal hit a sizable problem: whereas the
Xenopus oocyte contains large amounts of proteins, it only
expresses very low levels of O-GlcNAc in comparison with
somatic cells (Fig. 1D) (for an equivalent quantity of proteins,
the difference of O-GlcNAcylation content between the two
cell types is estimated to be between 50- and 100-fold less for
the oocyte than for the HeLa cells). A strategy consisting of
actin immunoprecipitations followed by a staining of the im-
munoprecipitates with anti-O-GlcNAc antibodies allowed us
to demonstrate that actin is O-GlcNAcylated (Fig. 2A). The
enrichment of the O-GlcNAcylated proteins using WGA-im-
mobilized beads also led to the identification of erk2 (Fig. 2B).
Unfortunately anti-O-GlcNAc and WGA enrichments were in-
efficient for the identification of O-GlcNAcylated proteins in
Xenopus oocyte by classical proteomics approaches. Here
we tested the labeling of O-GlcNAc residues using UDP-
GalNAz and a recombinant galactosyltransferase (Y289L Gal-
T1). This technique, which was used recently (31), allowed for
the identification of 23 proteins that are components of the
cell or that are implicated in the cellular metabolism. These
proteins listed in Table I are distributed in four distinct classes;
several of them were described previously to be O-GlcNAcy-
lated, but none were described before in Xenopus.

Actin and tubulins are structural proteins involved in cell
architecture and the transport of many organelles and mac-
romolecules, but they also play a crucial role in the control of
the cell cycle. Both proteins were described previously as
being O-GlcNAc-bearing proteins (31, 32, 34). In our study,
the O-GlcNAcylation of actin was demonstrated by (i) the
staining with CTD110.6, (ii) the labeling with GalNAz/biotin
(followed by a staining with actin), and (iii) the proteomics
procedure (nano-LC-nano-ESI-MS/MS). The actin filaments
control many events during oocyte maturation, for example
the cortical spindle anchorage (for a review, see Ref. 36).
Tubulin (� form) was also retrieved in our list of O-GlcNAcy-
lated proteins. Unfortunately because of the weak specificity
and sensitivity of some antibodies raised against X. laevis
proteins (especially in immunoprecipitation), we failed to con-
vincingly show the direct modification of �-tubulin by probing
immunoprecipitated �-tubulin with the anti-O-GlcNAc anti-
bodies. Nevertheless the tubulin O-GlcNAc status was
strengthened by the localization of O-GlcNAc and OGT on the
meiotic spindle (Fig. 7, A and B, top panel). Such an obser-
vation of an interaction of OGT with the spindle was reported
previously (17). These authors also described the interaction
of OGT with the midbody, a cytoplasmic remnant bridging the
two daughter cells at the end of cytokinesis. We observed a

FIG. 7. O-GlcNAc and OGT localized on the meiotic spindle
and chromosomes in matured X. laevis oocyte. A, metaphase II
oocyte hemisections. Hemisections were performed as described
under “Experimental Procedures.” The microtubules (sp) were
stained using anti-�-tubulin (Tub2.1), O-GlcNAc residues were
stained using CTD110.6, OGT was stained using DM17, and
the chromosomes (ch) were visualized using Hoechst staining. Merge
pictures are shown at the right of the figure. B, metaphase II oocyte
sections (7 �m). Matured oocytes were fixed, dehydrated, and em-
bedded in paraffin. The sections (7 �m) were immunostained as
described above. Merge pictures are shown at the right of the figure.
Tubulin, OGT, and chromosomes were stained as described in A with
the exception that OGT appears green at the bottom of the figure
because we used Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG as the sec-
ondary antibody. O-GlcNAc residues were stained with RL2. sp,
spindle; ch, chromosomes.
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similar phenomenon in mitotic HeLa cells (supplemental Fig.
2). However, the impact of O-GlcNAcylation on tubulin po-
lymerization and spindle formation remains to be determined.
Our results also showed that O-GlcNAc-bearing proteins and
OGT itself were highly associated with condensed chromatin
(Fig. 7B, middle and bottom panels, and supplemental Fig. 1).
The description of an abundant distribution of O-GlcNAcyla-
tion on the chromatin-associated proteins was made for the
first time almost 2 decades ago (37). Authors used FITC-
labeled WGA and tritiated UDP-Gal radiolabeling to demon-
strate the existence of O-GlcNAcylation on DNA-associated
proteins. It is well known that a plethora of transcription
factors like Sp1 and other transcriptional machinery compo-
nents are intensively modified with O-GlcNAcylation (38). En-
zymes involving in chromatin remodeling are also O-GlcNAcy-
lated as it is the case for histone deacetylase 1 (39):
interestingly OGT physically interacts with histone deacety-
lase (38). In contrast, although a yin/yang relationship be-
tween phosphorylation and O-GlcNAcylation on histone H3
has been proposed recently based on computer analyses
(40), the direct evidence for O-glycosylation of histones has
never been described. Personal attempts to show that such
proteins were O-GlcNAcylated either by the use of histone-
enriched fractions (supplemental Fig. 3) or by histone immu-
noprecipitation followed by an immunoblotting with an anti-
O-GlcNAc antibody were unfruitful (data not shown). The
supplemental Fig. 3 shows that the histones in HeLa cells do
not bear any O-GlcNAc residues, whereas the nuclear fraction
is extensively enriched in this PTM. The exact identification of
the DNA-associated proteins that are modified by O-Glc-
NAcylation is one of our main challenges in the future years.

In addition to cytoskeletal proteins, we identified numerous
O-GlcNAcylated functional proteins that can be classified in
three different groups: metabolism, translation, and other
functions. Among the nine enzymes involved in the cell me-
tabolism, four play a direct role in glycolysis, namely aldolase,
GAPDH, enolase, and pyruvate kinase, and two others, the
�-chain 1 of the pyruvate dehydrogenase and the lactate
dehydrogenase (chains A and B), both use pyruvate, the
glycolysis end product, either to direct it to the citric acid
cycle or to use it in anaerobic conditions (lactate dehydrogen-
ase catalyzes the conversion of pyruvate to lactate). The
pyruvate dehydrogenase �-chain 1 is the first component of
the pyruvate dehydrogenase complex. It binds to the thiamine
pyrophosphate to catalyze (i) the pyruvate decarboxylation
and (ii) the reductive acetylation of lipoic acid. Although Guixe
et al. (41) demonstrated the formation of ATP after injection of
glucose 6-phosphate, fructose 6-phosphate, and fructose
1,6-bisphosphate and of lactate after injection of glucose, it is
usually considered that glycolysis is not operational in full
grown oocytes and that carbon metabolic flux is largely di-
rected to glycogen synthesis (glycolysis only begins near
gastrulation) (42, 43). The description of O-GlcNAcylation on
glycolysis-participating enzymes is not new because it has

been reported for different enzymes. Using an anti-O-GlcNAc
antibody-containing column, Wells et al. (26) found that pyru-
vate kinase, phosphoglycerate kinase, enolase, and GAPDH
were O-GlcNAcylated; Cieniewski-Bernard et al. (27) also
found enolase and GAPDH to which they added the triose-
phosphate isomerase. Nevertheless we describe for the first
time the O-GlcNAcylation of aldolase. The function of O-
GlcNAcylation on these enzymes remains to be deciphered
and understood. We hypothesize that O-GlcNAc could take
part in the regulation of glycolysis. O-GlcNAc itself comes
from glucose utilization through the hexosamine biosynthetic
pathway (for a review, see Ref. 13). If O-GlcNAcylation exerts
a negative control on the glycolysis-regulating enzymes we
can suppose that when the glycolysis is inoperative the glu-
cose flux, in addition to being directed to glycogen synthesis
at the glucose 6-phosphate crossroad, could follow the hex-
osamine biosynthetic pathway (fructose 6-phosphate cross-
road) to produce the OGT substrate UDP-GlcNAc. Three
other metabolic enzymes, namely glutathione S-transferase,
transketolase, and S-adenosylhomocysteinase, have been
also identified as O-GlcNAcylated enzymes. S-Adenosylho-
mocysteinase is an enzyme that cleaves the S-adenosylho-
mocysteine into homocysteine, a reaction product and an
inhibitor of all S-adenosylmethionine-dependent methylation
reactions. This nuclear enzyme is confined in the cytoplasm
during oocyte maturation and during the early stages of the
development of embryo. Then it gradually reaccumulates in
the nuclei during gastrulation (44) where it participates in
mRNA transcription. Because O-GlcNAcylation is thought to
have a role in the nuclear transport of numerous proteins (for
a review, see Ref. 45) and that O-GlcNAcylation increases
during the oocyte maturation process, we can suppose that
this PTM mediates the S-adenosylhomocysteinase subcellu-
lar localization. To test this hypothesis, it would be interesting
to look at the glycosylation status of S-adenosylhomocystein-
ase during gastrulation i.e. when the protein is localized in the
nucleus.

Numerous O-GlcNAcylated proteins we found are involved
in translational processes. Five are ribosomal proteins, and
one is the translation elongation factor eEF1. Three other
ribosomal proteins were described to bear O-GlcNAc resi-
dues: the 40 S ribosomal S24 protein (26, 31) and the ribo-
somal proteins S3 and P0 (31). Little is known about the
impact of O-GlcNAcylation on translation in comparison with
the transcriptional process for which the importance of this
glycosylation has been reported intensively (for reviews, see
Refs. 10–14 and 38). The only significant contribution of O-
GlcNAcylation reported for translation is the modification of
p67 and its association with the �-chain of eIF2 in the pre-
vention of its phosphorylation by the eIF2 kinase (46). The
O-GlcNAcylation of ribosomal proteins may be involved in the
multimerization of these proteins and in their association with
rRNAs to compose the ribosomal machinery. In regard to this
idea, several groups have reported an implication of O-Glc-
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NAcylation in the establishment and in the reinforcement of
protein-to-protein interactions (47–49). The glycosylation of
ribosomal proteins could contribute, through the formation
and the stabilization of the ribosomes, to the activation of the
translational machinery. In the oocyte, the transcriptional ma-
chinery is ineffective. During oogenesis, the oocyte accumu-
lates a stock of maternal mRNAs. This stock is used to trans-
late proteins necessary for maturation (for example, mRNA
encoding mos; cyclins A1, B1, and B2; and cdk2) and also for
early embryogenesis. Indeed the embryo starts to synthesize
its own RNAs only at the midblastula transition. During meiotic
resumption, the poly(A) tails of mRNAs are lengthened by
about 100 adenyl groups. It has been demonstrated that the
mRNA polyadenylation is an essential process that controls
the mRNA translation (for reviews, see Refs. 50 and 51). In
summary, if little is known about the regulation of translation
by O-GlcNAcylation, we can hypothesize that O-GlcNAcyla-
tion may intervene at different levels (i) in the association of
the different subunits constituting the ribosomal machinery,
(ii) by activating/inactivating the crucial factors needed for
translation, i.e. eIF, and (iii) indirectly by promoting the mRNA
polyadenylation.

We also showed that the phosphoprotein phosphatase
2A-� is O-GlcNAcylated. PP2A has been shown to negatively
regulate cdc2 in G2-arrested Xenopus oocyte, and PP2A de-
pletion is sufficient to activate cdc2 in cell-free extract dem-
onstrating the importance of this protein in cell cycle regula-
tion (52). This is the second time that a phosphatase has been
described as bearing O-GlcNAc moieties; the first one was
the nuclear tyrosine phosphatase p65 (53). Recently it has
been shown that PP1 � and � are in complex with OGT (54).
It is therefore possible that PP2A is itself associated with OGT
and that PP1 is also modified with O-GlcNAc residues. This
hypothesis, if true, adds another dimension to the complex
relationship that exists between phosphorylation and O-Glc-
NAcylation: OGT and protein phosphatases could be modi-
fied and regulated by these two PTMs, and the interaction
between the two entities could tightly control the dephospho-
rylation and O-GlcNAcylation processes of targeted
substrates.

A recent study reported the physical interaction of the C
terminus of OGT with the MAPK p38 (55). Although the authors
showed that p38 does not phosphorylate OGT and that in return
OGT seems not to glycosylate the kinase, the association be-
tween the two enzymes enhances the recruitment of the OGT
targets such as neurofilament H. Here we provide direct evi-
dence of the O-GlcNAcylation of the MAPK p42 erk2. As men-
tioned previously in the Introduction, after hormonal stimulation
with progesterone, two main pathways are activated, namely
the p42 MAPK (mos-erk2) pathway (56) and the MPF pathway
(5, 6). At this stage it is not known how the O-GlcNAcylation of
erk2 can regulate its activity in the oocyte maturation process.

Another interesting O-GlcNAcylated protein identified in the
study was the transitional endoplasmic reticulum ATPase

(TER ATPase also known as ATPase associated with various
cellular activities ATPase p97). This protein is essential for the
Golgi and endoplasmic reticulum fragmentation occurring
during mitosis and for the reassembly of these organelles after
mitosis (for a review, see Ref. 57). A recent study describes
that the cell membrane vesicular traffic is crucial for meiotic
arrest (58). Golgi fragmentation blockade prevents cell divi-
sion and stops the cell cycle at the G2 stage. The TER ATPase
is also involved in the formation of the nuclear envelope (59).
The function of O-GlcNAc on TER ATPase activity and its im-
pact on the Golgi, endoplasmic reticulum, and nuclear envelope
fragmentation remain to be studied. We have also found that the
small GTPase ran, which is implicated in the spindle assembly
(60) and in the nuclear envelope reformation after division (61),
was O-GlcNAcylated.

In conclusion, we identified several proteins belonging to
four different functional groups. Although the function of O-
GlcNAcylation has to be determined for each identified pro-
tein, our study shows that the O-GlcNAcylation impact in the
cell cycle progression is not restricted only to key regulatory
proteins like specific kinases such as erk2 or phosphatases
such as PP2A. Indeed the increase in O-GlcNAc was found on
structural proteins that could intervene in organelle displace-
ment and fragmentation (TER ATPase and ran), in the estab-
lishment of the division spindle and its anchorage (tubulin,
actin, and ran), or in the translation of mRNAs important for
the maturation process (ribosomal proteins). So to highlight
the role of O-GlcNAcylation in the cell cycle progression, it
seems crucial to decipher the exact function of this PTM on
each factor and especially on glycolysis enzymes.
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Supplementary data 

 

Experimental procedures 

Immunocytological analyses. 

Cos7 and HeLa cells were grown on coverglasses for 24 h and washed twice with cold PBS.  

Cells were fixed in 3% paraformaldehyde in cold PBS for 15 min and washed with PBS. 

Excess of paraformaldehyde was destroyed with a solution of 50 mM ammonium chloride for 

10 min. After washing with PBS, cells were permeabilised with 0.1% Triton-X100 for 5 min. 

Non-specific sites were blocked with goat serum. Coverglasses were then incubated either 

with anti-O-GlcNAc (RL2) or anti-OGT (DM17) or anti-beta-tubulin (Tub2.1) antibodies 

each at a dilution of 1:100 in a 10% (v/v) goat serum solution (in PBS) for 30 min. After three 

washes in PBS, FITC and Texas Red-labeled secondary antibodies (GE healthcare) were 

incubated on coverglasses (dilution 1:50). Nuclei were specifically stained with DAPI 

(Sigma-Aldrich). Cells were visualised using an Axioplan 2 imaging (Zeiss) and an Axio Cam 

HRc camera (AxioVision). 

 

Supplementary data figure 1- O-GlcNAc is concentrated on chromosomes during the 

time course of mitosis in Cos7 cells. 

O-GlcNAc modification was observed by indirect immunofluorescence using RL2 as 

described in the supplementary experimental procedures section. DNA was stained with 

DAPI.  

 

Supplementary data figure 2- Localisation of OGT in HeLa cells. 

OGT was observed by indirect immunofluorescence using DM17 antibody and microtubules 

were stained with Tub2.1 antibody. White arrow indicates the mid-body. 
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Supplementary data figure 3- Histones are not O-GlcNAc modified. 

Nuclei and histones from non synchronised HeLa cells were prepared as described by Ryan 

and Annunziato (Ryan, C.A. and Annunziato, A.T. (1999) Current Protocols in Molecular 

Biology 304, 76-99). Proteins were separated by SDS-PAGE, electroblotted and analysed 

using anti-H2B and anti-O-GlcNAc directed antibodies (RL2 and CTD110.6). Ponceau red 

staining of the membrane is shown at the top. 

Protein mass markers are indicated at the left (kDa). 

WCL, whole cell lysate ; ENF, extra nuclear fraction ; WB, western blot. 

 

 

 

 

 

 



DNA

DNA
/O-GlcNAc

Metaphase

Anaphase Telophase

ProphaseInterphasis

End of mitosis

DNA

DNA
/O-GlcNAc

Dehennaut et al. Supplementary data Fig. 1



OGT

β-tubulin

β-tubulin
OGT

Dehennaut et al. Supplementary data Fig. 2



15 -

150 -
100 -
75 -

250

50 -
37 -

25 -
20 -

15 -

WB: α-O-GlcNAc

WB: α-H2B

Ponceau red
staining

W
C

L

E
N

F
n

u
cl

eu
s

h
is

to
n

es

Histones zone

Histones zone

150 -
100 -

75 -

250

50 -
37 -

25 -
20 -

15 -

Dehennaut et al. Supplementary data Fig. 3

RL2

CTD110.6

WB: α-O-GlcNAc

Histones zone

150 -
100 -
75 -

250

50 -
37 -

25 -
20 -

15 -



    
    

    

    
PARTIE IIPARTIE IIPARTIE IIPARTIE II    

    
Dynamique de la Dynamique de la Dynamique de la Dynamique de la OOOO----
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Travaux  personnelsTravaux  personnelsTravaux  personnelsTravaux  personnels 

 

 

I. Contexte de l’étude. 

 

Du nématode à l’homme, les processus de développement reposent sur les mêmes 

activités cellulaires fondamentales. Former un embryon puis un organisme autonome à partir 

d’une seule cellule-œuf nécessite que les cellules prolifèrent, communiquent, migrent, se 

différencient ou encore entrent en apoptose. Ces activités cellulaires sont coordonnées dans 

l’espace et le temps d’une façon extrêmement précise et sont sous le contrôle des gènes du 

développement (pour revue, voir Heasman, 2006).  

Depuis plus d’un siècle, les amphibiens, et en particulier le Xénope, représentent un 

modèle de choix pour l’étude de ces activités cellulaires de par la facilité d’obtention 

d’embryons en très grand nombre et de par la rapidité de son développement.  

Comme nous l’avons décrit dans la partie III des « Généralités », quelques travaux 

menés essentiellement chez la souris suggèrent une implication de la O-GlcNAc au cours du 

développement embryonnaire (cf  paragraphe III.7)). Néanmoins, les rôles de cette PTM dans 

ce processus ne sont largement incompris. Au cours de ma dernière année de thèse, nous 

avons débuté l’étude de la O-GlcNAc de l’ovogenèse à l’embryogenèse précoce chez 

Xenopus laevis. 

 

II. Introduction à l’embryogenèse chez Xenopus laevis. 

 

Chez Xenopus laevis, comme chez tous les vertébrés, le développement embryonnaire se 

déroule en cinq étapes majeures : la fécondation, la segmentation, la gastrulation, la 

neurulation et l’organogenèse (Figure 43). Après la neurulation, le plan d’organisation 

primaire de l’embryon, commun à tous les Vertébrés, est réalisé. Il est caractérisé par la mise 

en place de trois axes (antéro-postérieur, dorso-ventral et médio-latéral) et de trois tissus 

embryonnaires (ectoderme, mésoderme et endoderme). Ce n’est qu’au cours de la phase 

d’organogenèse, par le jeu d’inductions, d’expression du génome zygotique et de 

différenciations que la différence phénotypique entre classes, ordres et espèces apparaît.   

 



Travaux  personnelsTravaux  personnelsTravaux  personnelsTravaux  personnels 

 

 
Figure 43 : représentation schématique du cycle de reproduction des amphibiens (d’après Darribère, 
1997). 
Le développement embryonnaire s’étend de la fécondation à l’organogenèse et permet de former un organisme 
multicellulaire organisé : le bourgeon caudal, à partir de la cellule-œuf. Après l’éclosion, commence le 
développement post-embryonnaire. La métamorphose des différents stades larvaires (ou têtards) permet 
d’obtenir l’amphibien adulte. PA, pôle animal ; PV, pôle végétatif ; V, ventral ; D, dorsal ; spz, spermatozoïde. 
 

1) La fécondation.  

 

La fécondation a lieu dans l’hémisphère animal de l’ovocyte mature et se caractérise 

tout d’abord par une fusion des membranes plasmiques du spermatozoïde et de l’ovocyte. 

Très rapidement après cette fusion, le potentiel de membrane de la cellule-œuf se modifie et 

représente une première barrière ionique à la polyspermie. La fécondation provoque 

également une libération massive de Ca2+. Cette vague calcique, se propage rapidement à 

partir du point d’impact du spermatozoïde, et engendre l’exocytose des granules corticaux. 

Cette exocytose permet la formation de l’espace périvitellin, grâce auquel l’œuf s’oriente sous 

l’effet de la pesanteur en fonction du gradient vitellin, et de la membrane de fécondation, une 

barrière physique et définitive à la polyspermie. L’onde calcique joue également un rôle 

crucial dans l’activation de l’ovocyte. En effet, celle-ci conduit à l’activation de la CaMKII, 

nécessaire à la chute de l’activité CSF et donc à l’inactivation du MPF (pour revue, voir Sato 

et al., 2006). Ainsi, la méiose peut s’achever et les deux pronucléi fusionnent. 
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2) La segmentation.  

 

La segmentation correspond à une phase de divisions cellulaire rapides qui fait passer 

l’œuf d’un état unicellulaire à un état pluricellulaire (environs 4000 cellules ou blastomères) 

hautement organisé : la blastula. Chez le Xénope, la segmentation est dite totale ou 

holoblastique car les divisions cellulaires affectent l’ensemble de la masse cytoplasmique 

ovocytaire de départ. Ces divisions se font selon des plans de clivage bien précis et sans 

augmentation de volume de l’embryon. En parallèle, une cavité se forme dans l’hémisphère 

animal : le blastocèle (Figure 44).  

 

 
Figure 44 : la segmentation chez Xenopus laevis. 
La segmentation se caractérise par une succession de divisions cellulaires aboutissant à la formation d’une 
blastula composée de plusieurs milliers de cellules de taille inégale (micromères et macromères) entourant la 
cavité du blastocèle. PA, pôle animal ; PV, pôle végétatif.  
 

Le premier cycle de divisions cellulaires dure 90 minutes. Puis, se succède une série de 

divisions rapides (30 min) et synchrones caractérisées par l’absence de phase G1 et G2. Cette 

différence de durée entre le premier cycle et les suivants serait causée par une accumulation 

plus importante de cycline B lors de la première mitose (Chesnel et al., 2005). Brutalement, 

au 12ème cycle de division, le rythme de division devient plus lent (50-100 min), du à une 

réapparition progressive des phases G1 et G2. A ce stade est également observé une 

désynchronisation des cellules : les blastomères végétatifs (ou macromères) caractérisés par 

leur grande taille se divisent plus lentement que les blastomères animaux (ou micromères) 

(pour revue, voir Masui et Wang, 1998). Cette transition abrupte est qualifiée de transition 

blastuléenne ou MBT (« Mid Blastula Transition ») et coïncide avec une période d’activation 

transcriptionnelle majeure des gènes zygotiques. L’augmentation progressive du temps de 

90 min p-f 7h p-f
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division cellulaire à partir de la MBT est due à la réapparition de la phosphorylation 

inhibitrice de la Tyr15 de cdc2. Cette rephosphorylation de la kinase est engendrée par 

l’activation, d’une part, de Chk1 qui dirige Cdc25A vers la dégradation (Shimuta et al., 2002) 

et d’autre part, par une autophosphorylation activatrice de Wee1 (Murakami et al., 2004) 

(Figure 45). A la fin de la segmentation, la prolifération cellulaire est fortement ralentie 

(4h/cycle) : cette décélération du cycle  est nécessaire pour débuter la gastrulation. 

 
Figure 45 : variation de la durée du cycle cellulaire au cours de la segmentation chez Xenopus laevis. 
La phosphorylation inhibitrice de Cdc2 sue la Tyr15 (PY15-Cdc2) est absente lors des cycles de divisions 
rapides (cycles 2-12). L’activation par autophosphorylation de Wee1 et la chute de l’expression de Cdc25A sont 
responsables de la réapparition de cette phosphorylation inhibitrice à partir de la transition blastuléenne (MBT). 
Dès lors, la durée du cycle s’allonge progressivement. La MBT se caractérise également par la mise en place de 
la transcription de gènes zygotiques au détriment de la traduction des ARNm maternels. 

 

3) La gastrulation. 

 

La gastrulation se caractérise par un ensemble de mouvements morphogénétiques 

aboutissant au positionnement des trois feuillets embryonnaires à l’origine de tous les tissus 

de l’adulte : l’ectoderme (à l’origine de la peau et du système nerveux), le mésoderme 

(fondateur des muscles, des os, du système circulatoire, des reins et des gonades) et 

l’endoderme (qui formera le tube digestif et ses annexes). Chez le Xénope quatre types 

principaux de mouvements cellulaires ont lieu lors de la gastrulation : l’épibolie, 

l’invagination, la convergence-extension et la migration (pour revue, voir Keller et al., 2003) 

(Figure 46). 
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Figure 46 : la gastrulation chez Xenopus laevis. 
Les mouvements d’épibolie (1) concernent les cellules fondatrices de l’ectoderme et se réalisent en surface de 
l’embryon. Ces cellules initialement situées au pôle animal de la blastula vont se diviser, s’aplatir et s’étendre 
pour recouvrir la totalité de la gastrula. Les cellules mésodermiques puis endodermiques vont pénétrer à 
l’intérieur de la gastrula. Cette invagination (2) débute dorsalement au niveau d’une région particulière, la lèvre 
dorsale du blastopore, et est liée à la formation de cellules spécialisées dites en bouteille dont la forme 
particulière est produite par la contraction du cytosquelette d’actine dans la région apicale et à l’élongation des 
microtubules dans la partie basale. L’invagination s’étend ensuite latéralement et ventralement au stade dit 
bouchon vitellin. Une fois invaginées, les cellules mésodermiques s’imbriquent les unes entres les autres par 
intercalation radiale (convergence,) ce qui permet la formation d’une assise cellulaire unique qui s’étend vers le 
pôle végétatif (extension) (3). Ces cellules vont également migrer à l’intérieur du blastocèle (3). Ces migrations 
cellulaires impliquent une reconnaissance entre la fibronectine de la matrice extracellulaire (produite par les 
micromères situés sur le toit du blastocèle) et des intégrines α5β1 exprimées à la surface des cellules 
mésodermiques (Boucaut et al., 1984 ; Davidson et al., 2002). Au terme de la gastrulation, le blastocèle a 
pratiquement disparu laissant place à l’archantéron, l’intestin primitif. 

 

4) La neurulation. 

 

La gastrulation est suivie du processus de neurulation qui permet de former le tube 

neural dorsal. La région dorsale de l’ectoderme de la neurula âgée (ou neurectoderme) forme 

une plaque neurale délimitée par des épaississements latéraux appelés bourrelets neuraux. La 

plaque neurale épaissie se creuse ensuite en gouttière neurale, tandis que les bourrelets 

neuraux se soulèvent, se rapprochent et fusionnent, isolant ainsi un tube neural clos. Dans la 

partie antérieure de ce tube, apparaissent ensuite des renflements à l’origine des vésicules 

céphaliques. En arrière de ces vésicules, le tube neural présente une structure homogène et 

formera la moelle épinière (Figure 47). 
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Figure 47 : la neurulation chez Xenopus laevis. 
La différenciation du neurectoderme au cours de la neurulation permet la formation de vésicules céphaliques à 
l’origine du cerveau et du tube neural qui engendrera la moelle épinière. 
 

5) L’organogenèse. 

 

A partir du plan d’organisation primaire de l’embryon établi à la fin de la neurulation, 

les tissus et les organes prennent, au cours de la phase d’organogenèse, leur place définitive. 

Les différentes parties de l’embryon se différencient, intègrent et coordonnent leur 

fonctionnement pour réaliser un organisme autonome : le bourgeon caudal (Figure 48). De la 

fécondation à la formation de ce bourgeon caudal, il ne se sera écoulé que 24 heures. 

 
Figure 48 : le bourgeon caudal chez Xenopus laevis. 
Le bourgeon caudal jeune (environ 24 heures) s'allonge et possède trois régions réparties antéropostérieurement: 
les régions céphalique, troncale et caudale. Sous l'épiderme, les ébauches d'organe font saillie, notamment les 
ébauches oculaire, branchiale, cardiaque et caudale. On distingue également la glande adhésive dans la région 
céphalique ventrale. Les emplacements du cerveau et de la moelle épinière sont également reconnaissables. Le 
bourgeon continue sa croissance. Au bout d’une trentaine d’heures, les premières contractions musculaires 
spontanées apparaissent. Au stade bourgeon caudal âgé (environ 40 heures), il est toujours entouré par ses 
enveloppes, gangue et membrane de fécondation. Après l’éclosion, le développement d’un voile natatoire permet 
à l’'embryon de nager par saccades dans le milieu et se fixe momentanément par son organe adhésif sur le 
substrat environnant. 
 
III. Résultats. 

 

Pour aborder l’impact de la O-GlcNAc au cours de l’embryogenèse, nous nous sommes 

proposés d’étudier le dynamisme éventuel de cette modification au cours des différentes 
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étapes de l’embryogenèse telles que nous venons de les décrire mais également lors de 

l’ovogenèse, processus que nous avons décrit dans la section « Généralités », partie II, 

paragraphe II. Ainsi, à chaque étape de l’ovogenèse et du développement précoce, nous avons 

analysé les variations : (1) des niveaux de O-GlcNAc, (2) de l’expression de l’OGT, (3) du 

stock d’UDP-GlcNAc. 

 

Ces résultats ont fait l’objet de la publication suivante: 

 

• PUBLICATION 4 :  

Dehennaut V, Lefebvre T, Leroy Y, Vilain JP, Michalski JC and Bodart JF. (2008) 

« Survey of O-GlcNAc level variations in Xenopus laevis from oogenesis to early 

development. » Glycoconjugate  J. Epub ahead of print. 

 

Dans cette étude, nous avons montré l’existence de fluctuations des niveaux de O-

GlcNAc, d’OGT et d’UDP-GlcNAc au cours de l’ovogenèse et de l’embryogenèse chez le 

Xénope. 

Plus particulièrement, alors que les niveaux de O-GlcNAc restent globalement élevés de 

l’ovogenèse jusqu’à l’éclosion de l’embryon, nous avons mis en évidence deux chutes 

abruptes et transitoires des niveaux de O-GlcNAc : la première au cours de l’ovogenèse, la 

seconde lors de la gastrulation. 

En effet, dans les ovocytes de stade I jusqu’au stade V, les niveaux de O-GlcNAc sont 

élevés et constants alors que ce niveau chute brusquement dans l’ovocyte de stade VI 

immature. Par ailleurs, nous avons également montré que l’augmentation des niveaux de O-

GlcNAc caractéristique de la reprise méiotique ovocytaire, se produit rapidement après la 

stimulation hormonale (40 minutes) sans augmentation de l’expression de l’OGT soulignant 

une régulation de l’activité de la transférase dès les évènements précoces de la reprise 

méiotique. A la transition ovocyte V-ovocyte VI, la diminution des niveaux de O-GlcNAc 

observée semble être corrélée à une diminution de l’expression de l’OGT plutôt qu’à une 

variation du « pool » d’UDP-GlcNAc. 

Puisque l’augmentation des niveaux de O-GlcNAc est cruciale pour la reprise 

méiotique, nous avions émis l’hypothèse de l’existence d’une chute de cette glycosylation au 

cours de la sortie de phase M survenant lors de l’activation ovocytaire. Or, nous avons montré 

que les niveaux de O-GlcNAc restent élevés et constants au cours de ce processus. Ces 
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niveaux restent également élevés au cours de la segmentation ce qui souligne encore 

l’importance de la O-GlcNAc au cours de la division cellulaire. Par contre, une diminution 

drastique des niveaux de O-GlcNAc, d’OGT et d’UDP-GlcNAc se produit lorsque les 

divisions cellulaires s’arrêtent pour laisser place aux mouvements morphogénétiques 

caractéristiques de la gastrulation. Le niveau de O-GlcNAc ne ré-augmente qu’à partir de la 

neurulation mais ceci se produit indépendamment de toute augmentation d’expression de 

l’OGT ou du « pool » d’UDP-GlcNAc. 
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IV. Discussion et conclusion. 

 

Nos travaux montrent que la dynamique de la O-GlcNAc varie de manière complexe au 

cours des différentes étapes du développement précoce incluant les divisions cellulaires de la 

segmentation où les niveaux de O-GlcNAc sont élevés, les mouvements morphogénétiques 

caractéristiques de la gastrulation qui s’accompagnent d’une chute de cette glycosylation qui 

ré-augmente lors de la différenciation du système nerveux de l’embryon. Ces résultats 

renforcent le rôle de régulateur du cycle cellulaire joué par la O-GlcNAc mais aussi suggèrent 

une participation de cette glycosylation dans la migration et la différenciation cellulaire. Dans 

ce sens, la O-GlcNAcylation de l’actine et de la tubuline que nous avons mis en évidence 

(Dehennaut et al., Mol. Cell. Proteomics, 2008), pourrait jouer un rôle important dans la 

réorganisation du cytosquelette nécessaire à la formation des cellules en bouteille de la région 

blastoporale au cours de l’invagination du mésoderme. Une analyse fine de la localisation de 

la O-GlcNAc, de l’OGT mais aussi de la O-GlcNAcase par des techniques 

d’immunohistochimie permettrait de tester l’hypothèse d’une diminution de la O-GlcNAc 

dans ces cellules en bouteilles et/ou dans les cellules mésodermiques qui migrent vers la 

région blastoporale. Des stratégies basées sur la culture d’explants issus de la lèvre dorsale du 

blastopore permettraient de tester les effets de modulations des niveaux de O-GlcNAc sur la 

migration des cellules de la lèvre dorsale du blastopore. Nous testerons l’hypothèse selon 

laquelle des variations de O-GlcNAc peuvent interférer dans l’adhérence des cellules 

mésodermiques avec les composants de la matrice extracellulaire.   

Par ailleurs, il est intéressant de noter que la chute de glycosylation et surtout d’UDP-

GlcNAc observée à la gastrulation renforce notre hypothèse d’une régulation de la glycolyse 

(qui redémarre à ce moment) par la O-GlcNAc (Figure 40). En effet, l’orientation du glucose 

vers la glycolyse plutôt que vers la voie HBP lors de la gastrulation permettrait de produire 

une quantité suffisante d’ATP nécessaire aux mouvements cellulaires et plus particulièrement 

à la synthèse des microfilaments et au déplacement des moteurs protéiques. Ainsi, la chute 

d’UDP-GlcNAc favoriserait la déglycosylation et l’activation subséquente des enzymes 

glycolytiques et donc la synthèse d’ATP par un système auto-entretenu (Figure 49). 
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Figure 49 : régulation de la destinée du glucose par un « switch » glycolyse/HBP : division ou migration 
cellulaire ? 
A)  Pendant la segmentation, le glucose serait préférentiellement dirigé vers la voie HBP, permettant une 
synthèse accrue d’UDP-GlcNAc et une augmentation des niveaux de O-GlcNAc nécessaire à l’inhibition des 
enzymes de la glycolyse et à la division cellulaire. 
B)  A la gastrulation, une diminution des niveaux de O-GlcNAc permettrait entre-autres de lever l’inhibition des 
enzymes de la glycolyse, dirigeant ainsi le glucose dans cette voie qui fournira la quantité d’ATP nécessaire à la 
migration cellulaire. 

 
 Il semble désormais important d’explorer le rôle de la O-GlcNAc au cours des mitoses 

embryonnaires et de comprendre la signification biologique de la chute de O-GlcNAc 

observée à la gastrulation. Pour cela, une démarche similaire à celle observée pour l’étude de 

la O-GlcNAc au cours de la reprise méiotique peut être envisagée. La modulation des niveaux 

de O-GlcNAc dès la fécondation ou en fin de segmentation, par l’utilisation des outils 

présentés en figure 38, nous permettrait de comprendre l’impact de la glycosylation 

respectivement dans la division et la migration cellulaire. Notamment, l’inhibition de l’OGT 

dès la fécondation prévient-elle la segmentation ? La surexpression de l’OGT ou l’inhibition 

de la O-GlcNAcase (c’est à dire la prévention de la chute de O-GlcNAc) empêche t-elle la 

gastrulation, accélère t-elle les divisions cellulaires ? De même, cette prévention prolonge t-

elle le nombre de divisions cellulaires dans la blastula ?  

Nous envisageons également d’identifier les protéines dont le niveau de O-GlcNAc 

varie au cours des différentes étapes du développement par la méthodologie illustrée en figure 
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40. Retrouvera t-on les enzymes de la glycolyse ou encore les intégrines connues pour 

moduler les interactions cellulaires ? 

Enfin, comme nous l’avons décrit dans la section « Généralités », le cerveau est 

particulièrement enrichi en protéines O-GlcNAcylées et des dérégulations des mécanismes de 

O-GlcNAcylation contriburaient à l’étiologie de certains troubles neurodégénératifs (Cf 

« Généralités », partie III, paragraphe IV., 2)). Il serait donc intéressant de déterminer le 

patron d’expression tissulaire de la O-GlcNAc, de l’OGT et de la O-GlcNAcase au cours de la 

neurulation. 
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Abstract Little is known about the impact of O-linked-N-
acetylglucosaminylation (O-GlcNAc) in gametes produc-
tion and developmental processes. Here we investigated
changes in O-GlcNAc, UDP-GlcNAc and O-GlcNAc
transferase (OGT) levels in Xenopus laevis from oogenesis
to embryo hatching. We showed that in comparison to stage
VI, stages I–V oocytes expressed higher levels of O-
GlcNAc correlating changes in OGT expression, but not in
UDP-GlcNAc pools. Upon progesterone stimulation, an O-
GlcNAc level burst occurred during meiotic resumption
long before MPF and Mos-Erk2 pathways activations.
Finally, we observed high levels of O-GlcNAc, UDP-
GlcNAc and OGT during segmentation that decreased
concomitantly at the onset of gastrulation. Nevertheless, no
correlation between the glycosylation, the nucleotide-sugar
and the glycosyltransferase was observed after neurulation.
Our results show that O-GlcNAc is regulated throughout
oogenesis and development within a complex pattern and
suggest that dysfunctions in the dynamics of this glycosyl-
ation could lead to developmental abnormalities.

Keywords O-GlcNAc . OGT. Xenopus laevis . Oogenesis .

Meiosis . Embryogenesis

Introduction

Cell division, differentiation and migration occurring from
oogenesis to early development are intricate processes that
are spatially and temporally finely controlled. These
processes are orchestrated by many signals brought by
post-translational modifications (PTM). Among these PTM,
O-linked N-acetylglucosaminylation (O-GlcNAc) has been
shown to be crucial in many aspects of the cellular life.
Owing to the plethora of the O-GlcNAc-modified proteins,
deciphering the role of this glycosylation in cell physiology
remains a challenge.

O-GlcNAc is a dynamic PTM that can sometimes
counteract phosphorylation on a same or on a neighbouring
amino-acid. The reversibility of O-GlcNAc is managed
only, by a pair of enzymes that are highly conserved from
Caenorhabditis elegans to human. The O-GlcNAc trans-
ferase (OGT) modifies the target polypeptide chain by
adding the N-acetylglucosamine group from UDP-GlcNAc
[1, 2], while a N-acetylglucosaminidase, named O-GlcNA-
case [3], removes the O-GlcNAc moiety. The sugar-nucleo-
tide UDP-GlcNAc is generated through the hexosamine
biosynthetic pathway (HBP), whose flux directly depends
upon the availability of extracellular glucose. Numerous
families of proteins are affected by O-GlcNAc, including
transcription factors, chaperones, metabolic enzymes,
kinases, phosphatases and architectural proteins. Accumu-
lating literature led to consider this PTM as a modulator of
a wide variety of cell signalling cascades [4]. Recently, it
has been shown that the cellular O-GlcNAc content was
dynamically modified during the mammalian and the
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amphibian cell cycle [5, 6]. In these studies, the authors
showed that OGT overexpression lead to multi-nucleation
and cytokinesis defect [5] and that OGT activity is requested
for G2-M transition in Xenopus oocytes [6]. From these
different studies, the idea that O-GlcNAc could play a
pivotal role in the control of cell division has emerged.

Beyond the description of the O-GlcNAc functionality
during cell division, only a few observations have been so
far gathered on the role of O-GlcNAc during oogenesis and
development. The only data describing O-GlcNAc levels
during the oogenesis process were obtained by Slawson et
al. [7]. Stages-I and II oocytes were reported to express
more O-GlcNAc than stages-III to VI and the decrease in
O-GlcNAc modification was correlated with an increase in
O-GlcNAcase activity. Strikingly, only a few studies
dealing with O-GlcNAc and development have been
reported. Knockouts of OGT have been successfully
performed in C. elegans [8] and in mouse [9, 10].
Knockouts of murine OGT are lethal for embryos and stem
cells [10] and preliminary studies on OGT conditional
knockouts have induced an early death at day 4 or 5 post-
implantation [9]. C. elegans ogt-1 and oga-1 knockouts,
respectively for OGT and O-GlcNAcase, have offered
advantageous opportunities to analyse the effects of O-
GlcNAc content modifications in the insulin-like signalling
cascade. Unfortunately, these models did not provide yet
clues for a role of these enzymes during early embryogen-
esis [8, 11], since no differences in the nuclear accumulation
of five embryonic temporally and spatially regulated
transcription factors (HLH-1, HLH-2, ELT-2, SKN-1 and
LIN-26) were observed between wild type, ogt-1 and oga-1
knockouts [8, 11]. On the contrary, it has been reported that
the transcriptional variants of OGT found in zebrafish
embryos varied at the onset of morphogenetic movements
[12], supporting the idea that OGT is regulated during
embryogenesis and that it is involved in developmental
processes.

Due to their large size, their year-around availability and
their ease of manipulation, embryos of Xenopus species
have become a popular model for studying developmental
biology in the last half-century [13]. In anticipation for
fertilization, oocytes achieve two distinct biological pro-
cesses termed oogenesis [14] and oocyte maturation,
respectively [15]. During oogenesis and oocytes growth,
nutrients and stock maternal mRNAs accumulate according
to specific patterns. At the end of oogenesis, fully grown
oocytes, or immature oocytes, are arrested in prophase of
first meiotic division. Upon hormonal stimulation, oocytes
resume meiosis: germinal vesicles break down (GVBD),
chromosomes condense and a meiotic spindle is formed,
which will enable gametes to proceed for genetic material
segregation. Nevertheless, at the end of maturation oocytes
are blocked in metaphase of second meiotic division in

anticipation for fertilization. This maturation process is
dynamically controlled by the M-Phase promoting factor
(MPF, Cdk1-Cyclin B) and by the Mos-Erk2 pathways.
Fertilization of Xenopus eggs initiates a series of rapid and
synchronous cell divisions that, within 6 to 7 h, produce a
‘sphere’, which is called blastula, of approximately 4,000
cells with an internal cavity or blastocoel. Then, morpho-
genetic movements referred as gastrulation organize the
future adult body plan. Thereafter, neurulation begins,
which leads to the differentiation and regional organization
of the nervous system of the embryo. Numerous studies
have precisely described the synchronous cleavages of
blastomeres prior to midblastula transition (MBT) [16], and
the spatiotemporal patterns of cell division during gastru-
lation and neurulation [17].

Though OGT has been cloned in Xenopus species
[Xenopus (Silurana) tropicalis] [18], the patterns of O-
GlcNAc, OGT and UDP-GlcNAc have not been yet
deciphered in amphibians during early embryogenesis. The
aim of the present work is to provide a platform to study the
O-GlcNAc levels in oogenesis, maturation and in the
developmental processes like early cell cycles or morpho-
genetic movements.

Material and methods

Handling of oocytes

Adults Xenopus females were purchased from the Univer-
sity of Rennes I (France). After anesthetizing Xenopus
females by immersion in 1 g l−1 MS222 solution (tricaine
methane sulfonate; Sandoz), ovarian lobes were surgically
removed and placed in ND96 medium (96 mM NaCl,
2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES/
NaOH, pH 7.5). Stages I to VI oocytes were spotted and
taken according to their size and pigmentation [19].
Oocytes were isolated and follicle cells were partially
removed by 1 mg ml−1 collagenase A (Roche Applied
Science) treatment for 30 min followed by a manual
microdissection. Oocytes were stored at 14°C in ND96
medium until experiments.

Germinal vesicle breakdown (GVBD) kinetics experiments

Meiotic resumption was induced by incubating stage VI
oocytes in ND96 medium containing 10 μM of progester-
one (Sigma-Aldrich). All experiments were performed at
19°C. GVBD, which reflects oocyte entry into the matura-
tion process was scored by the appearance of a white spot
at the animal pole of the oocyte. For each time point,
batches of ten oocytes were taken respecting the white spots
ratio and stored at −20°C until biochemical analyses.
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Oocyte activation kinetics experiments

Stage VI oocytes were incubated overnight in ND96
medium containing 10 μM of progesterone. The next day,
metaphase II-arrested oocytes were transferred into ND96
medium containing 1 μM calcium ionophore (A23187,
Sigma-Aldrich). For each time point, batches of 5 activated-
oocytes were taken according to morphological criteria (i.e.,
pigment contraction at the animal pole of the oocyte) and
stored at −20°C until biochemical analyses.

In vitro fertilization (IVF)

To obtain eggs, females were primed with 500 U of human
chorionic gonadotropin (hCG, Sigma-Aldrich). The male
was euthanized, testis were dissected and kept in 0.1X
MBS (Modified Barth’s Saline, 88 mM NaCl, 1 mM KCl,
1 mM MgSO4, 2.5 mM NaHCO3, 10 mM CaCl2, 5 mM
HEPES/NaOH, pH 7.8) medium at 4°C until use. For
fertilization, eggs were harvested by squeezing the abdo-
men of the female, directly transferred into a Petri dish and
a fragment of testis was gently “paint” over the surface of
the eggs. Ten minutes after fertilization, dishes were flood
with 0.1X MBS. Then fertilized eggs were dejellied in 2%
(w/v) cysteine (Sigma-Aldrich) adjusted to pH 8.0 with
NaOH, rinsed three times with 1X MBS and replace in
0.1X MBS. Development of embryos was allowed at 23°C.
Batches of five embryos were taken at different times of
development according to the normal table of Xenopus
laevis (Daudin) [20] and kept at −20°C for biochemical
analyses.

SDS-PAGE and Western blotting

Proteins (the equivalent of one oocyte or one embryo was
loaded per lane) were run on a 17.5%modified SDS-PAGE—
this kind of gel allows a better discrimination between protein
isoforms of phosphorylation-and electro-blotted onto nitro-
cellulose sheet [21]. Blots were saturated in 5% (w/v) non-
fatty milk in TBS (Tris-buffered saline)-Tween [15 mM Tris/
HCl, 140 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween] for 45 min.
Primary antibodies were incubated overnight at 4°C. Mouse
monoclonal anti-O-GlcNAc (RL-2; Affinity Bioreagents),
rabbit polyclonal anti-OGT (DM-17; Sigma-Aldrich), mouse
monoclonal anti-Erk2 (D-2; Santa Cruz Biotechnologies),
rabbit polyclonal anti-β-catenin (H-102; Santa Cruz Bio-
technologies) and rabbit polyclonal anti-Cyclin B2 (gener-
ously provided by Dr. John Gannon from the ICRF, South
Mimms, UK) antibodies were used at a dilution of 1:1,000.
Rabbit polyclonal anti-actin (I-19; Santa Cruz Biotechnolo-
gies) antibodies were used at a dilution of 1:10,000. Then
nitrocellulose membranes were washed three times for
10 min each in TBS-Tween and incubated with either an

anti-mouse horseradish peroxidase-labeled secondary anti-
body or an anti-rabbit horseradish peroxidase-labeled sec-
ondary antibody (GE healthcare) at a dilution of 1:10,000.
Finally, three washes of 10 min each were performed with
TBS-Tween and the detection was carried out with enhanced
chemiluminescence (GE Healthcare).

UDP-GlcNAc pools measurement by HPAEC (high
performance anion exchange chromatography)

Oocytes or embryos were lysed in 1 ml of hypotonic buffer
(10 mM Tris/HCl, 10 mM NaCl, 15 mM 2-mercaptoethanol,
1 mM MgCl2 and proteases inhibitors, pH 7.2). Fifty
microlitres of 1 M HCl were then added to the lysate and
the mixture was passed through a 1.5 ml Dowex 50WX2-
400 column. The column was washed with 7.5 ml of bi-
permuted water (18 MΩ water). The unbound fraction and
washes were collected on ice and adjusted to pH 8.0 with
500 μl of Tris/HCl 1 M. Of the diluted fraction, 500 μl was
injected using a ProPAC-PA1 column (4×250 mm) on a
Dionex (Jouy en Josas, France) HPLC system. The elution
was achieved as following: Tris/HCl 20 mM, pH 9.2
(solution A) for 1 min; elution gradient for 29 min with
85% of A and 15% NaCl at 2 M (solution B); plateau of
5 min in the same conditions; 10 min elution gradient until
100% of B was reached; plateau at 100% of B for 5 min.
The column was then re-equilibrated in 100% of A. The
flow rate was 0.8 ml min−1. Detection was performed using
a UV–visible spectrophotometric detector (SPD-6AV,
Shimadzu, Champs sur Marne, France) at a wavelength of
256 nm.

Densitometric analyses

Variations of O-GlcNAc contents and OGT expression were
performed by densitometric analyses of Western Blots using
the GeneTools software (File version: 3.07.03; Syngene).

Results

O-GlcNAc, OGT and UDP-GlcNAc contents vary
during oogenesis

Stages I-VI oocytes were isolated according to criteria of
size and pigmentation (Fig. 1A). After extraction, proteins
were resolved by SDS-PAGE and analyzed according to
their O-GlcNAc content, OGT and β-catenin expression
and equal loading of the gel was ascertained by an anti-
actin staining (Fig. 1B, representative of four independent
experiments). The data of four experiments were sum-
marized in Fig. 1C for the changes in O-GlcNAc level
and in Fig. 1D for the OGT expression. We observed a high

Glycoconj J



and a rather constant O-GlcNAc level from stage I to stage
V oocytes that was followed by a slight decrease of the
glycosylation status at stage VI (Fig. 1B and C). The latter
decrease was partially correlated to the slight decrease in
OGT expression shown for stage VI oocyte when compared
to stages I–IV oocytes (Fig. 1B and D). Note that the OGT
expression increase observed between the oocytes of stage
II and the oocytes of stage III could not be considered as
significant due to the high variability found for the stage III
OGT amount from one experiment to another. No change in
the β-catenin content was observed. For each stage, the
UDP-GlcNAc pool was assayed using high performance
anion exchange chromatography (Fig. 1E) as previously

described [6]. No significant changes in the UDP-GlcNAc
pools were observed between the different stages.

Progesterone-induced meiotic resumption is accompanied
by a fast increase in O-GlcNAc content long before
the mos-erk2 and the MPF pathways activation

Previously, we reported that Xenopus oocyte meiotic
resumption was accompanied with a burst in the O-GlcNAc
content [22], and that OGT inhibition [6] or recombinant
OGT microinjection [23] altered the GVBD progression,
underlying the crucial role of O-GlcNAc in meiotic
resumption. To determine the timely occurrence of O-
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Fig. 1 O-GlcNAc content
decreases during oogenesis. A
Pictures showing the time
course of oogenesis. Stages I to
VI oocytes were taken according
to criteria of size and pigmenta-
tion [19]. B—Oocytes were ho-
mogenized in lysis buffer and
analysed according to their O-
GlcNAc, OGT, β-catenin and
actin contents by Western blot.
Protein mass markers are indi-
cated at the left (kDa). WB
Western blot. C Histogram
showing the O-GlcNAc level
obtained by densitometric anal-
yses of Western blots. Results
correspond to the mean value±
SD of four independent experi-
ments (*P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, respectively, NS
not significative). D Histogram
showing the OGT expression
obtained by densitometric anal-
yses of Western blots. Results
correspond to the mean value±
SD of four independent experi-
ments (*P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 respectively, NS
not significative). E UDP-
GlcNAc pools of the different
stages of oocytes were assessed
by HPAEC. Results correspond
to the mean value±SD of three
independent experiments (*P<
0.05, **P<0.01, ***P<0.001
respectively, NS not
significative)
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GlcNAc increase during meiosis progression, fully-grown
stage VI oocytes (Fig. 2A, left picture) were stimulated
with progesterone. Every 2 h post-progesterone addition,
oocytes were scored for white spot formation, attesting
GVBD (Fig. 2A, right picture). GVBD percentages were
calculated and reported in a histogram (Fig. 2B). For each
time point, batches of ten oocytes were collected respecting
the white spot ratio. The oocytes were lysed and analyzed
by Western blot according to their O-GlcNAc content and
their OGT expression (Fig. 2C, two top panels). Activations
of the Mos-Erk2 and MPF pathways were examined using
an anti-Erk2 antibody and an anti-Cyclin B2 antibody,
respectively (Fig. 2C, two middle panels). The discrimina-
tion between the active form and the non active form of
these two proteins is based on the doublet pattern of both
proteins: the non-phosphorylated lower migrating one is the
inactive form, whereas the upper band is the active
phosphorylated form. The accumulation of β-catenin and
the expression of actin were also examined (Fig. 2C, two
bottom panels). The anti-O-GlcNAc staining showed a
burst of the O-GlcNAc level 2 h after the meiotic
resumption stimulation: at this time, none of the oocytes
exhibited morphological (Fig. 2B) or biochemical (Fig. 2C)
typical changes characteristic of GVBD. In this set of
experiments, the first white spots appeared only 6 h after
progesterone incubation but Erk2 and Cyclin B2 can be
detected in their activated form only 8 h after progesterone
treatment. This O-GlcNAc rise does not seem to be
correlated with an increase in OGT expression since we
did not observe any changes in OGT level during the time
course of the GVBD kinetic. In contrast, β-catenin started
to accumulate 6 h post-progesterone treatment and reach a
maximal expression near 10 h after hormonal stimulation.

Since the O-GlcNAc level increased long before the
activation of the Mos-Erk2 and the MPF pathways, we
hypothesized that its up-regulation coincides with the early
events of meiotic resumption. The two first hours following
hormonal stimulation by progesterone, batches of oocytes
were taken every 10 min and analyzed as described above
(Fig. 2D). Western blots presented in Fig. 2D are
representative of four independent experiments. The aver-
ages and the standard deviations of the different values
obtained for these four independent experiments were
calculated and represented in two histograms: Fig. 2E for
O-GlcNAc changes and Fig. 2F for OGT expression. We
observed a statistically significant increase in O-GlcNAc
content 40 min after progesterone stimulation (Fig. 2D and
E). O-GlcNAc increased progressively until 80 min and
then remained at a constant level. Even if there is no
significant difference in OGT expression when we com-
pared time 0 to time 120 min (Fig. 2D and F), slight
variations can be detected during this time laps, which are
concomitant with the O-GlcNAc profile: OGT expression

increased between 0 and 90 min and slightly decreased
thereafter. These results underline a potential role for O-
GlcNAc glycosylation in the initiation of the meiotic
resumption.

O-GlcNAc level is kept high and constant during oocyte
activation

At the end of the maturation process, eggs are arrested at
the metaphase of the second meiotic division in anticipation
for fertilization. The interaction between the sperm and the
egg membrane provokes a rise in the intracellular calcium,
which is responsible of egg activation [24]. The calcium
wave releases the egg from metaphase II arrest and is
characterized by both inactivation of the MPF and the Mos-
Erk2 pathways mainly due to Cyclin and Mos proteolysis
by the ubiquitin–proteasome pathway [25, 26]. Ca2+-
increasing agents mimic the fertilization calcium wave,
thereby activating eggs metabolism and ending meiosis. To
investigate the O-GlcNAc dynamics upon egg activation,
metaphase II-arrested oocyte were stimulated with the
calcium ionophore A23187. Eggs exhibiting typical mor-
phological sign of activation (pigments contraction at eggs
apex; Fig. 3A, right), were taken every 5 min and analyzed
according to their O-GlcNAc content, OGT expression, β-
catenin accumulation as described above (Fig. 3B). Acti-
vation process triggering was ensured by checking the Erk2
and the Cyclin B2 status. We observed a degradation of
Cyclin B2 15 min post calcium ionophore stimulation
followed by a newly synthesis of the protein 30 min after
metaphase II released (Fig. 3B, see the arrow heads on the
anti-Cyclin B2 staining) and an inactivation of Erk2 30 min
post-release. These results are consistent with previous
reports [27]. Except slight variations for some O-GlcNAc
proteins, both O-GlcNAc level and OGT expression
remained high and constant during the time course of the
experiment as well as β-catenin stability. Thus, calcium
induced-egg activation is not accompanied with any
significant changes in O-GlcNAc level or OGT expression.

O-GlcNAc dynamics during early embryogenesis

Next we studied O-GlcNAc level changes accompanying
Xenopus early embryogenesis. After fertilization, embryos
were taken off at different stages of the embryogenesis
process from the cortical rotation until hatching according
to the Normal Table of Daudin (Fig. 4A) [20]. More
precisely, the glycosylation levels were examined during
early cleavages (Fig. 4A, stages 1–6), late segmentation
(Fig. 4A, stages 7–9), gastrulation (Fig. 4A, stages 10–
11.5), neurulation (Fig. 4A, stages 12.5–21) and beginning
of the organogenesis before (Fig. 4A, stages 22–25) and
after the hatching of the embryo (Fig. 4A, stages 25–28).
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After lysis of the embryos, proteins were resolved on SDS-
PAGE and analyzed according to their O-GlcNAc content,
OGT expression and β-catenin accumulation (Fig. 4B). β-
catenin was used here as a marker for embryogenesis
progression. Indeed, as it has been intensively described
[28], accumulation of β-catenin was observed along with
blastomere cleavages during segmentation process (Fig. 4B,
stages 1–9). From gastrulation to hatching, embryos
exhibited high amounts of the protein. An accumulation
of its fragments of proteolysis were revealed on Western
blot as lower migrating bands. The results presented in
Fig. 4B are representative of five independent experiments.
These different experiments were summarized in Fig. 4C
for changes in the O-GlcNAc level and in Fig. 4D for the
OGT expression. We have also determined the UDP-
GlcNAc levels for three independent experiments as
described in Fig. 1 (Fig. 4E). From the histograms and
Western blots analyses, one can observe that the O-
GlcNAc level was very high during the early cleavages and
the segmentation of the embryos (Fig. 4B and C, stages 1–
9). This O-GlcNAc rate is correlated with an increasing
expression of OGT between stage 1 and 9 (Fig. 4B and D),
but also with a slight increasing amount of UDP-GlcNAc
(Fig. 4E). At the onset of gastrulation, O-GlcNAc, OGT
and UDP-GlcNAc significantly dropped. Thereafter, O-
GlcNAc content continued to diminish until the mid-
neurula (Fig. 4C, compare stage 11.5–12 with 15–17), but
no correlation was found with the OGT expression
(Fig. 4D) and the UDP-GlcNAc level (Fig. 4E), this latter
UDP-GlcNAc level staying relatively low until stage 28.
Finally, O-GlcNAc level only re-increased at the late
neurula and remained high even after the hatching of the
embryo.

Discussion

External development in amphibians and fishes offers the
unique opportunity to directly monitor morphological and
biochemical events occurring during embryogenesis, relat-
ed to proliferation, differentiation and migration. In this
study we took advantage of the African clawed frog
Xenopus laevis model to assess the levels of O-GlcNAc,
UDP-GlcNAc and OGT expression from oogenesis to early
embryogenesis.

Among the plethora of PTM regulating signaling path-
ways, addition and removal of O-GlcNAc on target proteins
have emerged as a key regulation feature of nuclear and
cytoplasmic proteins fates. The functions of O-GlcNAc
have been partially explored during gametogenesis in the
sole model of amphibian [6, 7, 22, 29], but strikingly, this
model has not been extensively exploited. Yet a few years
ago, the works of Fang and Miller [29] have stressed the

potential role of O-GlcNAc in the cell cycle progression.
These authors have capped O-GlcNAc moieties by micro-
injecting galactosyltransferase into the cytoplasm of Xen-
opus oocytes, blocking both O-GlcNAc removal and
O-GlcNAc-mediated lectin-like interactions. This approach
led to the observation that O-GlcNAc removal blockade
was toxic for cell cycle progression, especially at the G2/M
phase transition; in return it has limited effect in immature
oocytes. These results strengthened the importance of O-
GlcNAcase in the removal of O-GlcNAc residues that are
necessary for the progression of the cell cycle. Unfortu-
nately, at this moment no antibody raised against the
Xenopus O-GlcNAcase is available limiting the study of the
hydrolase. On the same model, Slawson et al. [7] described
higher levels of O-GlcNAc in stages I–II oocytes in
comparison to the stages III–IV, that they correlated to an
increase of the O-GlcNAcase activity. While for some
experiments the anti-O-GlcNAc profiles we have obtained
were close to the profile reported by these authors, we
failed to detect any statistically significant changes between
oocytes from stages I to V. Nevertheless, we observed a

Fig. 2 Progesterone-induced meiotic resumption is accompanied by a
fast increase in O-GlcNAc content. A The left picture represents a
fully grown stage VI oocyte, namely immature oocyte. Upon
progesterone stimulation, immature oocyte resumes meiosis. This
phenomenon is first characterized by the germinal vesicle breakdown
(GVBD), which leads to the appearance of a white spot at the animal
pole of the oocyte indicated by WS (right picture). B Meiotic
resumption was induced by progesterone treatment. Every 2 h post-
progesterone stimulation, oocytes were observed and white spots
corresponding to GVBD oocytes were counted. The histogram shows
the percentage of GVBD during the time course of oocyte maturation
of one representative experiment. Oocytes were picked up respecting
the white spots ratio for further biochemical analyses. C For each time
point, oocytes were homogenized in lysis buffer and analysed
according to their O-GlcNAc, OGT, β-catenin and actin contents by
Western blot. Activation of the Mos-Erk2 and MPF pathways were
also assessed using respectively an anti-Erk2 and an anti-Cyclin B2
antibody. Arrows heads at the right of the figure indicate the
phosphorylated (phospho) and the non-phosphorylated (non-phospho)
forms of CyclinB2 and Erk2. Protein mass markers are indicated at the
left (kDa).WB Western blot, Pg progesterone. Results are representa-
tive of four independent experiments. D Stage VI oocytes were
stimulated with progesterone and picked up every 10 min until 2 h.
During this laps time, no morphological sign of GVBD were
observed. A batch of ten GVBD oocytes was also taken 12 h post-
progesterone treatment and served as a maturation positive control
(right of the figure). Oocytes were analysed according to their O-
GlcNAc, OGT and actin contents by Western blots. Protein mass
markers are indicated at the left (kDa).WB Western blot, Pg
progesterone. E Histogram showing the O-GlcNAc level obtained by
densitometric analyses of Western blots. Results correspond to the
mean value±SD of five independent experiments (*P<0.05, **P<
0.01, ***P<0.001 respectively, NS not significative). F Histogram
showing the OGT expression obtained by densitometric analyses of
Western blots. Results correspond to the mean value±SD of five
independent experiments (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 respec-
tively, NS not significative)
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drop in the O-GlcNAc level in stage VI compared to stage
V. This drop was neither related to a decrease in OGT
expression nor in the UDP-GlcNAc levels since both did
not exhibit major changes between stages V and VI. This
O-GlcNAc decrease might be rather related to an increase
in the O-GlcNAcase activity, as previously proposed [7].
Once oogenesis is achieved, stage VI oocytes resume
maturation process upon hormonal stimulation by proges-
terone. In this context, we previously reported that oocyte
GVBD or M-phase entry was accompanied by an increase

in O-GlcNAc level and that OGT inhibitors prevented
meiosis progression. In contrast, inhibiting the HBP rate-
limiting enzyme glutamine: fructose-6-phosphate amido-
transferase (GFAT) with azaserine or DON, failed to
interfere with the GVBD kinetics [6]. The ineffectiveness
of these two inhibitors was explained by the assay of the
UDP-GlcNAc pools of immature and matured oocytes that
revealed that the nucleotide-sugar concentration was un-
changed during the meiotic resumption. Thus, oocytes run
on a preexisting UDP-GlcNAc pool during GVBD. Since
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meiotic progression does not depend upon UDP-GlcNAc
changes, we further looked at OGT expression during
GVBD time course experiments. We observed that the burst
in the O-GlcNAc level preceded by several hours the
activation of both the MPF and the Mos-Erk2 pathways and
that this O-GlcNAc increase did not correlate with changes
in OGT expression. Then, we attempted to determine the
precise dynamics of the O-GlcNAc variation at the early
steps of meiotic resumption. A significant change in O-
GlcNAc content was observed about 40 to 50 min
following progesterone addition, whereas a transient and
slight peak of OGT expression was observed. One can
hypothesize that this O-GlcNAc increase could be linked
to the early events of meiotic resumption, one of them
being a reduction in cAMP leading to PKA inactivation
[30]. PKA has been shown to inhibit GFAT by modifying
the Ser205 [31]. Such PKA inhibition could be one way to
increase the O-GlcNAc levels in oocyte. But as previously
discussed, we have demonstrated that the inhibition of
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Fig. 3 The O-GlcNAc level stays high and constant during oocyte
activation. Metaphase II-arrested oocyte activation was stimulated by
the calcium ionophore addition. Oocytes which presented morpholog-
ical sign of activation were taken every 5 min after stimulation until
60 min for biochemical analyses. A Pictures showing a metaphase II-
arrested oocyte (left picture) versus an activated one (right picture)
with typical contracted pigments at the animal pole of the oocyte. B
For each time point, oocytes were homogenized in lysis buffer and
analysed according to their O-GlcNAc, OGT, β-catenin and actin

contents by Western blots. The level of activity of the Mos-Erk2 and
MPF pathways were also assessed using an anti-Erk2 and an anti-
cyclin B2 antibody, respectively. White arrowheads at the right of the
figure indicate the phosphorylated (phospho) and non-phosphorylated
(non-phospho) forms of CyclinB2 and Erk2. The black arrowheads
point out the time of inactivation and the re-synthesis of Cyclin B2
and the inactivation of Erk2. Protein mass markers are indicated at the
left (kDa). WB Western blot

Fig. 4 O-GlcNAc level fluctuates all along early embryogenesis. A
Pictures representing the different developmental stages according to
the Normal Table of Xenopus laevis (Daudin) that were analysed in
this study. B For each developmental stage showed above, embryos
were homogenized in lysis buffer and analysed according to their O-
GlcNAc, OGT, β-catenin and actin contents by Western blots. Results
are representative of five independent experiments. C Histogram
showing the O-GlcNAc level obtained by densitometric analyses of
Western blots. Results correspond to the mean value±SD of three to
five independent experiments (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
respectively, NS not significative). D Histogram showing the OGT
expression obtained by densitometric analyses of Western blots.
Results correspond to the mean value±SD of three to five independent
experiments (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, respectively, NS, not
significative). E—UDP-GlcNAc pools of the different stages of
oocytes were assessed by HPAEC. Results correspond to the mean
value±SD of three independent experiments (*P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, respectively, NS not significative)
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GFAT was inefficient in our attempts to block the meiotic
resumption [6]. Another event occurring within the first
hours following hormonal stimulation is the activation of
the poly-adenylation machinery, which permits the transla-
tion of key-proteins like Mos and Cyclin B [32, 33]. Even if
only a few papers described the implication of O-GlcNAc
in the translational processes, the hypothesis that O-
GlcNAc would control both the poly-adenylation and/or
the translation machinery should not be not discarded [34].

From fertilization to early organogenesis, three successive
phases may be discriminate correlatively toO-GlcNAc, UDP-
GlcNAc levels and OGT expression: (1) from fertilization to
the onset of gastrulation, (2) from gastrulation to the
beginning of closure of the neural tube (stage 15–17) and
finally (3) from stage 17 up to stage 28. β-catenin, which is
essential for the dorsal determination of Xenopus embryos
[28, 35], was used in our set of experiments as a marker for
embryogenesis progression. β-catenin does not accumulate
in immature oocytes while being phosphorylated by GSK-3β
and then degraded; its accumulation appeared to be
dependent upon O-GlcNAc [22]. Because both GSK-3β
and β-catenin are substrates for OGT [22, 36], a role for
OGT in the accumulation of the dorsal determinant of the
embryo is hypothesised. Here we observed that UDP-
GlcNAc and O-GlcNAc levels remained high during
segmentation, which is consistent with an active role for O-
GlcNAc in proliferation and cell cycle regulation mecha-
nisms [4–6, 23]. Interestingly, we observed a decrease of
O-GlcNAc content and a decrease in OGT expression at the
onset of gastrulation, a step at which cytoskeletal arrange-
ments driven by rapid cell divisions are not compatible with
those needed for morphogenesis [37]. If inhibitory phos-
phorylation of MPF is considered as a key regulation to
postpone mitosis to favor gastrulation, down-regulation of O-
GlcNAc levels might also emerge as a key event for
morphogenetic movements at gastrulation. Concomitantly
to O-GlcNAc level and OGT expression decreases, we
observed a drop in the UDP-GlcNAc pool. This drop might
be due to the beginning of glycolysis, starting at the onset of
gastrulation [38, 39]. Indeed, once entered into the cell,
glucose is immediately phosphorylated into glucose-6-
phosphate that in turn is isomerized into fructose-6-
phosphate. This latter could then either enter the glycolysis
to produce ATP or could be directed through the HBP for
forming UDP-GlcNAc. The ATP production is crucial for
cell migration, which requests cell shape rearrangements: the
drop in O-GlcNAc level observed at the onset of gastrulation
could be then driven by the need of glucose to produce
energy. A role for O-GlcNAc variation in development has
been also suspected in the zebrafish [12], in which six
variants for zOGT (var1-6) were found and shown to be
regulated at the mRNA level during embryogenesis: var1
and 2 mRNAs disappeared at the shield stage, whereas var3

and 4 mRNA were reported to increase at this stage, where
the morphogenetic movements of epiboly begins. mRNAs
levels of var5 and 6 remained quite constant throughout
the embryogenesis. Unfortunately, no O-GlcNAc activity
measurements have been performed in this model that would
have given an insight in the role of this shift of zOGT
expression at the onset of gastrulation. While mechanisms
underlying the morphogenetic movements may differ from
zebrafish to amphibian, both models suggest a role for O-
GlcNAc regulating enzymes at the onset of gastrulation.

Finally, an increase in O-GlcNAc was observed at the
beginning of the neural tube closure (stage 17), correlated
with an increase in UDP-GlcNAc, while no significant
changes in OGT expression were found from stage 17 to
28. Further works are requested to determine the localiza-
tion of OGT, as well as O-GlcNAcase, since O-GlcNAc
levels, OGT and O-GlcNAcase expressions may exhibit
organ-specific patterns. Special attention may be focused on
neural tissues, since O-GlcNAc is highly expressed in such
tissues and that perturbations in this glycosylation have
been linked to neurodegenerative disorders [40].

This study provides a platform to decipher the functions
of O-GlcNAc in the developmental processes and suggest
unsuspected and specific functions for O-GlcNAc regulat-
ing proteins during embryonic events like cell migration
occurring especially during gastrulation or cell differentia-
tion associated with organogenesis.
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  Annexe 
 

En marge de mes travaux de recherche, j’ai également participé à une étude visant à 

comprendre la relation existant entre la O-GlcNAc et l’ubiquitinylation des protéines en vue 

de leur dégradation par le protéasome, ce qui m’a permis d’être associée à la publication 

suivante : 

 

• PUBLICATION 5 

Guinez C, Mir AM, Dehennaut V, Cacan R, Harduin-Lepers A, Michalski JC, Lefebvre 

T. (2008). « Protein ubiquitination is modulated by O-GlcNAc glycosylation » FASEB J.22: 

2901-11. 

 

J’ai également participé à la rédaction d’une revue et d’un chapitre d’ouvrage relatant 

l’implication de la O-GlcNAc dans l’étiologie des maladies neurodégénératives (publication 6 

et 7), des cancers et du diabète de type II (publication 7). 

 

• PUBLICATION 6 

Lefebvre T, Guinez C, Dehennaut V, Beseme-Dekeyser O, Morelle W and Michalski JC. 

(2005). « Does O-GlcNAc play a role in neurodegenerative diseases? » Expert Rev 

Proteomics. 2, 265-75. 

 

• PUBLICATION 7 

Lefebvre T, Dehennaut V, Guinez C and Michalski JC. (2007). « Involvement of O-linked 

N-acetylglucosamine in type-2 diabetes, neurological disorders and cancer. » Research 

signpost, “New developments in therapeutic glycomics” . 37/661(2) 377-392. 
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ABSTRACT During the past two decades, O-GlcNAc
modification of cytosolic and nuclear proteins has been
intensively studied. Nevertheless, the function of this
post-translational modification remains unclear. It has
been recently speculated that O-GlcNAc could act as a
protective signal against proteasomal degradation, both
by modifying target substrates and/or by inhibiting the
proteasome itself. In this work, we have investigated the
putative relation between O-GlcNAc and the ubiquitin
pathway. First, we showed that the level of both modi-
fications increased rapidly after thermal stress but,
unlike ubiquitinated proteins, O-GlcNAc-modified pro-
teins failed to be stabilized by inhibiting proteasome
function. Increasing O-GlcNAc levels, using glu-
cosamine or PUGNAc, enhanced ubiquitination. In-
versely, when O-GlcNAc levels were reduced, using
forskolin or glucose deprivation, ubiquitination de-
creased. Targeted-RNA interference of O-GlcNAc
transferase also reduced ubiquitination and moreover
halved cell thermotolerance. Finally, we demonstrated
that the ubiquitin-activating enzyme E1 was O-GlcNAc
modified and that its glycosylation and its interaction
with Hsp70 varied according to the conditions of cell
culture. Altogether, these results show that O-GlcNAc
and ubiquitin are not strictly antagonistic post-transla-
tional modifications, but rather that the former might
regulate the latter, and also suggest that E1 could be
one of the common links between the two pathways.
—Guinez, C., Mir, A.-M., Dehennaut, V., Cacan, R.,
Harduin-Lepers, A., Michalski, J.-C., Lefebvre, T. Pro-
tein ubiquitination is modulated by O-GlcNAc glycosyl-
ation. FASEB J. 22, 2901–2911 (2008)

Key Words: OGT RNA interference � heat shock � proteasomal
degradation

Proteolysis is an essential process for the function
and viability of cells. Newly synthesized proteins that
remain unfolded and nuclear proteins that are retrans-
located to the cytosol are mainly degraded by the
ubiquitin-proteasome pathway (1). This process is ob-
served in both healthy and injured cells. In addition,
the ubiquitin-proteasome pathway also plays an impor-
tant role in the regulation of the level of proteins with
a short half-life, such as the cyclins acting during the

cell cycle (2) or transcription factors (3). The protea-
some contributes also in the elimination of chemically
or metabolically damaged proteins that contain hydro-
phobic peptide segments, which have a tendency to
aggregate. These proteins are toxic for cell homeostasis
and require a rapid degradation by a cellular mecha-
nism known as the ubiquitin-proteasome system (UPS)
(4).

It has been recently speculated that proteins could
be protected against proteasomal degradation by
O-linked N-acetylglucosaminylation (O-GlcNAc) (5–8).
O-GlcNAc is the major glycosylation type found
within the cytosolic and nuclear compartments of
eukaryotic cell (9, 10). The O-GlcNAc process results
in the covalent linkage performed by the O-GlcNAc
transferase (OGT) of a single N-acetylglucosamine
residue to a serine or a threonine residue of substrate
proteins. This O-GlcNAc protein modification does
not require a strict consensus sequence on the
polypeptide chain; however, OGT needs a specific
peptidic environment: usually O-GlcNAc linkage oc-
curs near a proline residue and in serine/threonine-
enriched regions. Interestingly, OGT modifies se-
quences that are similar to PEST sequences (peptide
segments enriched in proline, glutamic acid, serine,
and threonine residues), the latter being a signal
targeting the proteins through the ubiquitin-protea-
some pathway (11). Activation of PEST sequences
frequently occurs after phosphorylation (12). Be-
cause there exists a relation between O-GlcNAc and
phosphorylation, it can be assumed that O-GlcNAc
counteracts the phosphorylation effect in order to
protect proteins. Indeed, it has been recently dem-
onstrated that modification of p53 at serine 149 by
O-GlcNAc prevents its degradation by decreasing its
phosphorylation at threonine 155 leading to a block-
ade of ubiquitination (13). Another study has shown
that the O-GlcNAc glycosylation of Sp1 reduced its
susceptibility to proteasomal destruction as studied
in cells cultured in a medium supplemented with
glucosamine and that on the contrary, glucose star-
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vation was shown to diminish the half-life of this
transcription factor (5). Another example that
strongly supports a protective function of O-GlcNAc
is that of the �-estrogen-receptor (�-ER), which
comprises a O-GlcNAc motif in a peptide sequence
with a high PEST sequence score (6). The glycosy-
lated form of �-ER was more resistant to proteasomal
degradation than the unglycosylated form, whereas a
mutant that mimicked a constitutive phosphorylated
�-ER form was more sensitive to the degradation.
Recently, it has also been demonstrated that the
proteasome itself could be regulated through the
O-GlcNAc glycosylation of the 19S-regulatory subunit
(7). This inhibition of proteasome by O-GlcNAc adds
another glycosylation-mediated regulatory level of
protein protection. Finally, our group has demon-
strated that the constitutive form of the 70-kDa
heat-shock protein family (Hsc70) and the inducible
one (Hsp70) displayed a lectin activity toward O-
GlcNAc residues (14, 15). This affinity was enhanced
when cells were stressed (15, 16). Accordingly, one
can hypothesize that OGT and Hsp70 can act in
synergy to prevent proteins from aggregation and
degradation: first, by modifying substrates with O-
GlcNAc and second, by Hsp70 binding on the glyco-
sylated proteins.

In this report, we first corroborate previous pub-
lished data (17) showing that after thermal stress
O-GlcNAc level was enhanced: this rapid O-GlcNAc rise
occurs in parallel to the ubiquitin pathway activation.
In addition, we show that proteasome inhibition stabi-
lizes protein ubiquitination but not protein O-GlcNAc-
modification. Modulation of the O-GlcNAc content by
chemical inhibitors or by OGT RNA interference af-
fects ubiquitination. Surprisingly, E1, an ubiquitin-
activating enzyme that initiates the process of protein
ubiquitination, is modified with O-GlcNAc and physi-
cally interacts with Hsp70. Both, E1 glycosylation and
E1-Hsp70 interaction vary with cell culture conditions
and with induced stress, suggesting a possible regula-
tion of protein ubiquitination by E1 O-GlcNAc modifi-
cation.

MATERIALS AND METHODS

Cell cultures

HepG2 and HeLa cells were maintained in Dulbecco’s mod-
ified Eagle’s medium (DMEM; Life Technologies, Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS) (v/v), 2 mM l-glutamine, 5 IU/ml penicillin,
and 50 �g/ml streptomycin at 37°C in a humidified atmo-
sphere enriched with 5% CO2. HepG2 cell culture dishes
(diameter 100 mm) were preliminarily coated with 0.1%
porcine gelatin (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier,
France). For glucose deprivation experiments, cells were
rinsed with 10 ml of glucose-depleted medium supplemented
with 10% FCS and 1 mM sodium pyruvate and incubated for
24 h either in this medium or in this medium supplemented
with 5–20 mM glucosamine (Sigma) for 24 h (15). Thermal
stress was induced by placing cells at 42°C in a 5% CO2

enriched atmosphere either for 24 h or for the indicated time
periods (See Fig. 1; kinetic experiments).

MG132 (N-carbobenzoxyl-Leu-Leu-leucinal, 8 mM stock
solution in dimethyl sulfoxide at �80°C; Sigma) was used at a
final concentration of 8 �M. PUGNAc [O-(2-acetamido-2-
deoxy-d-glucopyranosylidene)amino N-phenylcarbamate] was
used at a final concentration of 250 �M, and forskolin was
used at a final concentration of 50 �M.

Immunoprecipitation and coimmunoprecipitation

HepG2 cells were first washed with 10 ml of cold phosphate-
buffered saline (PBS). For immunoprecipitation experi-
ments, cells were lysed on ice with lysis buffer [10 mM
Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100 (v/v), 0.5%
sodium deoxycholate (w/v), 0.1% sodium dodecyl sulfate
(w/v) and protease inhibitors, pH 7.4]. Cell extracts were
then centrifuged at 20,000 g for 30 min at 4°C. Supernatants
were incubated together with the mouse monoclonal anti-O-
GlcNAc antibody [RL2; Affinity Bioreagents (Ozyme), St.
Quentin Yvelines, France] at a final dilution of 1:400 or with
the rabbit polyclonal anti-ubiquitin (Stressgen, Tebu-bio, Le
Perray en Yvelines, France) at a final dilution of 1:500 and
placed at 4°C overnight. For immunoprecipitation of E1, the
polyclonal anti-E1 antibody (ab34711; Abcam, Cambridge,
UK) was used at a final concentration of 1:500. Antibody-
bound proteins were recovered after adding either 30 �l of
Sepharose-labeled protein G for RL2, or 30 �l of Sepharose-
labeled protein A for anti-ubiquitin and anti-E1 (GE Health-
care, Templemars, France) for 1 h at 4°C. Beads were gently
centrifuged for 1 min and subsequently washed with the
following buffers: lysis buffer, lysis buffer supplemented with
500 mM NaCl, lysis buffer/TNE (10 mM Tris/HCl, 150 mM
NaCl, and 1 mM EDTA, pH 7.4) (v/v), and finally with TNE
alone.

For coimmunoprecipitation, cells were lysed on ice in a
lysis buffer containing 20 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 0.5%
Nonidet P-40 (v/v), and protease inhibitors, pH 8.0. Whole
cell extracts were centrifuged at 20,000 g for 30 min at 4°C,
and supernatants were collected. Immunoprecipitation with
the anti-Hsp70 antibody (Stressgen) was carried out at a final
concentration of 5 �l/ml overnight at 4°C, followed by an
incubation with Sepharose-labeled protein A for 1 h at 4°C.
Beads were gently centrifuged for 1 min and washed 4� for 5
min each with the lysis buffer.

Controls for the immunoprecipitation specificities were
performed with normal mouse IgG1 (Sigma) and with nor-
mal rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA,
USA).

SDS-PAGE, Western blot analysis, and antibody staining

Equal amounts of extracted proteins were subjected to West-
ern blot analysis. Samples were analyzed by 10% SDS-PAGE
under reducing conditions, and proteins were electroblotted
on nitrocellulose sheet (GE Healthcare). Equal loading was
verified using Ponceau red staining and by the use of anti-
tubulin or anti-actin antibodies. Membranes were first satu-
rated for 45 min with 5% nonfatty acid milk in Tris-buffered
saline (TBS) -Tween buffer [20 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl,
and 0.05% Tween (v/v), pH 8.0]. Mouse monoclonal anti-O-
GlcNAc (RL2), mouse monoclonal anti-ubiquitin (Sigma),
and mouse monoclonal anti-E1 (2G2.3–5, Sigma) antibodies
were used at a final dilution of 1:1000. Rabbit polyclonal
anti-OGT (AL28; kind gift from Gerald W. Hart, Johns
Hopkins Institute, Baltimore, MD, USA) was used at a dilu-
tion of 1:2000; rabbit polyclonal anti-ubiquitin antibody, at a
dilution of 1:10,000; rabbit polyclonal anti-E1 antibody
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(ab34711; Abcam), at a dilution of 1:5000; rabbit polyclonal
anti-tubulin antibody, at a dilution of 1:500; and rabbit
polyclonal anti-actin, at a dilution of 1:10,000. The specificity
of RL2 staining was ensured at different stages of the exper-
iments by incubating the first antibody with 0.5 M of free
N-acetylglucosamine. Membranes were incubated with the
different antibodies overnight at 4°C, then washed 3� with
TBS-Tween for 10 min and incubated with either an anti-
rabbit or an anti-mouse horseradish peroxidase-labeled sec-
ondary antibody at a dilution of 1:10,000 for 1 h. Finally, 3
washes of 10 min each were performed with TBS-Tween, and
the detection was carried out with enhanced chemilumines-
cence (GE Healthcare).

Densitometry analyses of the Western blots were done with
the GeneTools software (File version: 3.07.03; Syngene, Cam-
bridge, UK).

RNA interference (RNAi)

RNAis were designed for the human OGT sequence. Oligo-
nucleotides were designed, synthesized, and purchased from
Eurogentec (Angers, France). Double-stranded oligonucleo-
tide (named 1153) used in this study was the following:
5�GGA GGC UAU UCG AAU CAG U 3� (antisense sequence:

5�ACU GAU UCG AAU AGC CUC C 3�). As a negative
control, RNAi oligonucleotides designed for green fluores-
cent protein (GFP) were used (sense sequence: 5� GAA CGG
CAU CAA GGU GAA CTT 3�; antisense sequence: 5� GUU
CAC CUU GAU GCC GUU CTT 3�). DreamFect reagent (OZ
Biosciences, Marseille, France; 8 �l) was diluted with serum-
and antibiotic free Opti-MEM I Reduced Serum Medium
(1�) liquid with GlutaMAX I medium (Opti-MEM/Gluta-
MAX; Invitrogen) to a final volume of 100 �l. RNAi (2 �g)
was diluted with Opti-MEM/GlutaMAX to a final volume of
100 �l. The 100 �l diluted transfection reagent and the 100
�l diluted RNAi solution were then mixed and incubated for
20 min. The 200 �l RNAi solution was added to HeLa cells
maintained in 1.8 ml of Opti-MEM/GlutaMAX per well in a
6-well plate. This procedure was repeated every 24 h for 4
days. Ninety-six hours after incubation with the oligonucleo-
tides, OGT expression and activity were tested by immuno-
blotting, either with rabbit anti-OGT antibodies (AL28) to
test OGT levels or with RL2 antibodies to check O-GlcNAc
levels. Viability of the transfected cells was enquired by
duplicating the transfections in a 24-well plate (all volumes
and quantities were divided by 2), using the trypan blue
exclusion method (16).

Figure 1. Time course of O-GlcNAc and ubiquitin levels during thermal stress. A) Western blot analysis of HepG2 cells incubated
for increasing time periods at 42°C to induce a thermal stress in the presence or the absence of the reversible proteasome
inhibitor MG132. The ubiquitin and O-GlcNAc contents were evaluated using an anti-ubiquitin antibody (�-Ub) or an
anti-O-GlcNAc antibody (�-O-GlcNAc). The specificity of the anti-O-GlcNAc antibody was examined by incubating the antibody
with 0.5 M of free GlcNAc. Blots are representative of 4 independent experiments. Equal loading of the samples was ensured
using an anti-tubulin antibody (�-tubulin). Protein mass markers are indicated at left (kDa). B) Densitometric analysis of the
blots shown in A. Histograms depict densitometric values normalized to the tubulin densitometric values in the corresponding
samples. Top: ubiquitin staining; bottom: O-GlcNAc staining. Open bars, control cells; solid bars, MG132-treated cells.

2903UBIQUITINATION LEVEL FOLLOWS O-GlcNAc CONTENT



Sambucus nigra agglutinin (SNA) staining

After OGT silencing, crude cellular extracts were run on a
10% SDS-PAGE and electroblotted; membranes were then
incubated with the digoxigenin-coupled SNA (DIG Glycan
differentiation kit; Roche, Meylan, France) at a final concen-
tration of 1:1000 in TBS-Tween for 1 h at room temperature.
This incubation was followed by 3 washes of 10 min each with
TBS-Tween. The membranes were incubated with an alkaline
phosphatase-labeled anti-digoxigenin secondary antibody at a
final concentration of 1:1000 in TBS-Tween for 1 h. After 3
washes of 10 min each with TBS-Tween, proteins were visual-
ized by the addition of 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate
and nitro-blue tetrazolium.

Immunofluorescence experiment

HepG2 and HeLa cells were grown on coverglasses for 48 h
and afterward washed twice with cold PBS. For RNAi experi-
ments, the amount of each reagent was adjusted to a 6-well
plate. Cells were fixed in 3% of paraformaldehyde in cold PBS
for 15 min and subsequently washed with PBS. Excess of
paraformaldehyde was eliminated with a solution of 50 mM
ammonium chloride for 10 min. After washing with PBS, cells
were permeabilized with 0.1% Triton-X100 for 5 min. Non-
specific sites were blocked with goat serum. Coverglasses were
then incubated for 30 min with either anti-O-GlcNAc (RL2),
anti-OGT (AL28), or anti-ubiquitin, each at a dilution of
1:100 in a 10% goat serum solution (in PBS). After 3 washes
with PBS, the coverglasses were covered with fluorescein
isothiocyanate (FITC) and Texas Red-labeled secondary an-
tibodies (dilution 1:50). Nuclei were specifically stained with
4�,6�-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Cells were visualized
using an Axioplan 2 imaging microscope (Zeiss, Jena, Ger-
many) and an Axio Cam HRc camera (AxioVision; Zeiss).

RESULTS

The ubiquitin-proteasome system represents the main
pathway whereby cytosolic and nuclear proteins are
degraded. Recently, evidence has emerged that both
cytosolic and nuclear proteins might be protected
against such degradation by O-GlcNAc. However, our
knowledge about the mechanism of O-GlcNAc protection
is still limited. Accordingly, we investigated the influence
of O-GlcNAc on protein ubiquitination and tried to en-
lighten the role of both post-translational modifications
(PTMs) at the cellular and at the molecular level.

Heat-shock treatment induces changes in levels of
O-GlcNAc and ubiquitin

We were interested in establishing the evolution of
ubiquitination and O-GlcNAc glycosylation of cells dur-
ing thermal stress situations. For that purpose, we
investigated the ubiquitin and O-GlcNAc modifications
of proteins in HepG2 cells after exposure to thermal
stress (42°C) for increasing time periods. This experi-
ment was performed either in the presence or in the
absence of MG132, a reversible proteasome inhibitor
(Fig. 1). For each condition, the amounts of O-GlcNAc
and ubiquitin were evaluated by Western blot analysis
(Fig. 1A). Afterward, the blots were densitometrically

measured, and the values were accordingly reported in
histograms (Fig. 1B). As illustrated in Fig. 1A, B, the
content of both ubiquitin and O-GlcNAc rapidly in-
creased in HepG2 cells during thermal stress (Fig. 1A,
lane 5; �5 min after onset of stress). However, ubiq-
uitin-containing proteins reached their maximal level
after 10 min of exposure to 42°C (Fig. 1A, lane 10),
whereas the levels of O-GlcNAc increased steadily to a
maximum level at 15 min of exposure to 42°C (Fig. 1).
These results are consistent with data previously pub-
lished by Zachara et al. (17) showing that O-GlcNAc
levels increased rapidly in response to a large variety of
stresses. Intriguingly, in contrast to ubiquitin, the O-
GlcNAc responses were insensitive to the inhibition of
the proteasome (Fig. 1A, B). To verify the specificity of
the O-GlcNAc staining, blots were restained with RL2 in
the presence of free N-acetylglucosamine. All of the
RL2 staining was abrogated by the free N-acetylglu-
cosamine, showing that the staining was specific.

O-GlcNAc and ubiquitin modify proteins
concomitantly

In our quest to better understand the putative relation
or interplay between ubiquitin and O-GlcNAc, we ex-
amined the nuclear and the cytosolic distribution of
O-GlcNAc and ubiquitinated proteins. These studies
were performed by immunofluorescence microscopy,
using the monoclonal anti-O-GlcNAc antibody RL2 in
conjunction with an FITC-coupled secondary antibody
and a polyclonal anti-ubiquitin antibody in conjunction
with a Texas Red-coupled secondary antibody. The
nucleus was stained with DAPI (blue coloration). As
shown in Fig. 2A, ubiquitin labeling (�-Ub) was mainly
present in the cytosolic compartment. By superimpos-
ing the images of ubiquitinated stained proteins and
DAPI staining (Fig. 2A; �-Ub/DAPI) a few red spots
were also visible in the nucleus. In contrast, as shown in
merged pictures with DAPI, O-GlcNAc glycosylation was
predominantly localized in the nucleus. A more diffuse
green color was also visible in the cytoplasm. By super-
imposing both the ubiquitin and the O-GlcNAc stained
images, colocalization of the two PTMs was shown to be
restricted to the cytoplasm (orange).

We hypothesized that some O-GlcNAc proteins could
be ubiquitinated concurrently. To verify this hypothe-
sis, we performed immunoprecipitation experiments.
HepG2 cell extracts were immunoprecipitated either
with the anti-O-GlcNAc or the anti-ubiquitin antibodies.
Subsequently, anti-O-GlcNAc and anti-ubiquitin precip-
itated proteins were analyzed by Western blot and
visualized both with the anti-ubiquitin antibodies (Fig.
2B, bottom panel) and the anti-O-GlcNAc antibody (top
panel). We observed that some proteins could be both
O-GlcNAc glycosylated and modified with ubiquitin.
The staining of the two antibodies was more intense
when cells were incubated both with glucosamine and
MG132. The specificity of the different immunoprecipi-
tation experiments performed with MG132 was en-
sured by using normal mouse IgG1 and normal rabbit
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IgG (Fig. 2B, IP mIgG and rIgG). Staining of the whole
cell lysates (WCL) with the anti-O-GlcNAc and the
anti-ubiquitin is also shown. The specificity of RL2 was
checked by incubating the antibody with free N-acetyl-
glucosamine. Equal loading was ascertained by staining
with the anti-actin antibody.

Perturbation of intracellular O-GlcNAc content leads
to variations in ubiquitination status

In our next set of experiments, we wanted to examine
whether the levels of MG132-stabilized ubiquitinated
proteins were modulated by O-GlcNAc content increase
and decrease. For that purpose, we decided to modu-
late the efficiency of the hexosamine biosynthetic path-
way (HBP) which produces UDP-GlcNAc (the donor
for O-GlcNAc addition). O-GlcNAc decrease was in-
duced either by glucose starvation (cell viability:
83.4�3.57 vs. 93.1�5.65% for control cells) or by
treating cells with an activator of adenyl cyclase namely
forskolin (cell viability: 93.2�3.42%). Activation of

adenyl cyclase leads to the activation of PKA, which, in
turn, blocks the HBP. O-GlcNAc increase was per-
formed by culturing cells in presence of extra glu-
cosamine (cell viability: 94.9�0.79%). Surprisingly,
ubiquitin and O-GlcNAc levels were reduced both by
deprivation of glucose and treatment with forskolin
(Fig. 3A). As illustrated in Fig. 3A by the histograms of
the densitometrical measured values adjusted to tubu-
lin expression, the levels of reduction were different for
ubiquitinated and for O-GlcNAc modified proteins
(Fig. 3A). Interestingly, the treatment of HepG2 with
glucosamine rescued both the O-GlcNAc level and, to a
lesser extent, the ubiquitin level that was diminished by
glucose deprivation, while the ubiquitin level remained
less than that of control cells. Such an increase of
ubiquitination provoked by glucosamine was previously
shown in Fig. 2B.

Next, we wondered whether treating the HepG2
cells with PUGNAc (cell viability: 84.45�15.71%), an
inhibitor of O-GlcNAcase used to increase O-GlcNAc
levels, also exerted an influence on the MG132-

Figure 2. Ubiquitin and O-GlcNAc are not strictly antagonistic PTMs. A) Investigation of the presence of ubiquitinated proteins
and O-GlcNAc proteins in HepG2 cells using indirect immunofluorescent microscopy. Ubiquitin is visualized using a polyclonal
anti-ubiquitin antibody (�-Ub) in conjunction with a Texas Red-labeled secondary antibody (red staining). O-GlcNAc is
visualized with a monoclonal anti-O-GlcNAc antibody (�-O-GlcNAc) in conjunction with an FITC-labeled secondary antibody
(green). Nucleus is stained with DAPI (blue). Scale bar 	 20 �m. B) To check the concomitant presence of O-GlcNAc and
ubiquitin on the same proteins, immunoprecipitation experiments were performed on HepG2 cell extracts either with an
anti-O-GlcNAc antibody or with anti-ubiquitin antibodies. Prior analyses of cells were glucose-deprived and supplemented with
20 mM glucosamine (w/o Glc
GlcNH2) for 16 h with MG132 or cells were cultured in normal DMEM in the presence or in
the absence of MG132. Bound proteins were analyzed by Western blot for their O-GlcNAc content (top panel) and for their
ubiquitin content (bottom panel); blots are representative of 3 independent experiments. The specificity of the antibodies was
scrutinized with normal mouse IgG1 and normal rabbit IgG. Arrowhead indicates an unspecific band. Whole cell lysates were
stained with an anti-O-GlcNAc and with anti-ubiquitin antibodies. The specificity of anti-O-GlcNAc was enforced by incubating
the antibody with free GlcNAc. Equal loading of the lanes was checked using an anti-actin antibody. Protein mass markers are
indicated at left (kDa). IP, immunoprecipitation; WB, Western blot; WCL, whole cell lysates.

2905UBIQUITINATION LEVEL FOLLOWS O-GlcNAc CONTENT



stabilized ubiquitination levels of proteins within
HepG2 cells. Accordingly, crude cell extracts from
cells grown in the presence and absence of PUGNAc
were analyzed by Western blot analysis. Blots were
hybridized both with an anti O-GlcNAc and an anti-
ubiquitin. As illustrated by Fig. 3B, both PTMs were
shown to be increased by the PUGNAc treatment.
The latter results and our observations with forskolin,
glucose starvation, and glucosamine reinforce our
hypothesis that O-GlcNAc and ubiquitin PTMs could

be linked to each other. In a control experiment, the
specificity of RL2 was ensured by incubating the
antibody with free GlcNAc (Fig. 3A, right panel; B,
middle panel). Although for the latter, the staining
was not completely abolished, the remaining signal
could be attributed to the necessity of anti-O-GlcNAc
antibodies to recognize both the glycosyl part of the
epitope and the peptidic backbone, the latter being not
chased out by the free sugar. Densitometrical analyses of
the two experiments are represented below each set of

Figure 3. Modulation of O-GlcNAc levels influences ubiquitination. A) Western blot analysis of HepG2 cells cultured in normal
DMEM (Ctrl), without glucose (w/o Glc), without glucose but with glucosamine (w/o Glc
GlcNH2), or in presence of forskolin
(Fors) to modulate O-GlcNAc levels and in the presence of MG132 to stabilize ubiquitinated proteins. Crude extract proteins
were analyzed for O-GlcNAc (left panels) and ubiquitin (right top panel) contents. A control for the specificity of anti-O-GlcNAc
specificity was included by incubating the antibody with free GlcNAc. Equal loading was ensured using an anti-tubulin antibody
(right bottom panel). Histogram at right depicts densitometric values for each lane, normalized to the respective tubulin
expression. B) Western blot analysis of HepG2 cells cultured in the presence or in the absence of PUGNAc and with MG132.
Crude extract proteins were analyzed for O-GlcNAc content with an anti-O-GlcNAc antibody (incubated without or with free
GlcNAc) or for ubiquitin content with an anti-ubiquitin antibody. Actin was used as an equal loading control. Graph at right
depicts densitometric values normalized to actin expression. Results are representative of 3 independent experiments.
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Fig. 3. Ubiquitin and O-GlcNAc signals were normalized
vs. tubulin or actin signal intensities.

We noticed that a loading control performed with
tubulin showed that PUGNAc-treated cells expressed a
slightly higher amount of tubulin than control cells
(data not shown), whereas no significant difference
could be seen with actin. This discrepancy can be
reflected to the modification of alpha-tubulin with
O-GlcNAc (18) and consequently to its greater stability
in the presence of PUGNAc.

OGT silencing impairs ubiquitination and decreases
cell viability

Because modulation of O-GlcNAc contents induces
concomitant changes in the level of ubiquitinated
proteins, we investigated the putative role of OGT in
the ubiquitination process. To attain such insight, OGT
knockdown was performed using the RNAi technology.
HeLa cells were transfected with OGT RNAi and incu-
bated at 37°C for 96 h. A control experiment was done
with oligonucleotides used to knock down the GFP
expression. As a negative control, HeLa cells were
transfected exclusively with the DreamFect reagent,
indicated as the vehicle in Fig. 4. OGT silencing, as well
as the decrease of O-GlcNAc-bearing proteins, was
followed by immunoblotting (Fig. 4A). Beta-tubulin was
used to ensure equal loading of the samples. To
investigate whether OGT silencing did not perturbate
N- and O-glycosylations, we performed a lectin staining
with SNA. This lectin binds specifically to sialic acid
linked in �2,6 to a galactose residue. The lectin blot
demonstrated that OGT silencing did not disturb N-
and O-glycosylation pathways (Fig. 4B). The efficiency
of OGT silencing and, accordingly, changes in O-
GlcNAc incorporation was also visualized using immu-
nofluorescent microscopy (Fig. 5A). First, we observed
that the knockdown of OGT expression decreased cell
viability, as assessed by counting living cells (Fig. 5A;
DAPI staining), which reinforces the hypothesis that
OGT is essential for cell life (17). Then, the top and
middle panels of Fig. 5A show that OGT silencing
impaired OGT expression and reduced O-GlcNAc lev-
els, respectively, as expected; but especially, we ob-
served that OGT knockdown decreased the ubiquitina-
tion of proteins (Fig. 5A, bottom panel). These results
were validated by immunoblotting; control cells (Fig.
5B, 37°C) and heat-shocked cells (Fig. 5B, 42°C) were
analyzed according to their O-GlcNAc and ubiquitin
contents. Both at 37°C and at 42°C, cells exhibited less
O-GlcNAc and ubiquitin levels when OGT was knocked
down. It has to be noted that for a temperature of 42°C,
cells transfected with the 1153 oligonucleotide were less
viable than mock cells, demonstrating that O-GlcNAc is
also an essential PTM for the resistance of the cells to
heat (Fig. 5C) (similar repercussions on cell viability
when O-GlcNAc was reduced or blocked were previ-
ously obtained by Zachara et al., ref. 17). The latter
experiments reinforce the hypothesis that ubiquitina-

tion and O-GlcNAc glycosylation processes may have a
common regulation in normal and injured cells.

E1 O-GlcNAc status

Because of the common features existing between
ubiquitination and O-GlcNAc, we hypothesized that
the ubiquitination process could be regulated by
O-GlcNAc. Accordingly, we sought to determine
whether E1, the ubiquitin-activating enzyme that
initiates the ubiquitination process, could be modi-
fied with O-GlcNAc (Fig. 6). HepG2 cells were cul-
tured under different conditions, including normal
conditions, in the presence of 25 mM glucose (Ctrl);
heat-shocked at 42°C (HS); without glucose (w/o
Glc); and without glucose but supplemented with 5
mM glucosamine (w/o Glc
GlcNH2). After cell lysis,
cell extracts were immunopurified either with the

Figure 4. Validation of the OGT RNAi procedure. OGT
silencing was ascertained using RNAi oligonucleotide (1153)
transfected HeLa cells. Cell extracts were recuperated 96 h
post-transfection. A) Western blot analysis of the effectiveness
of RNAi on OGT silencing using anti-OGT and anti-O-GlcNAc
antibodies. Equal loading was ensured by using an anti-
tubulin antibody. B) Western blot analysis with SNA staining
of crude cell extracts to ensure that OGT silencing did not
affect other glycosylation types. Protein mass markers are
indicated at left (kDa). Ctrl, cell extract from untransfected
control cells; vehicle, cell extract from cells transfected exclu-
sively with transfection reagent (DreamFect); 1153, cell ex-
tract from cells transfected with oligonucleotides used for
OGT silencing; GFP RNAi, cell extract from cells transfected
with oligonucleotides used for GFP silencing (negative con-
trol).
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anti-O-GlcNAc antibody (Fig. 6A) or with the poly-
clonal anti-E1 antibodies (pE1) (Fig. 6B). E1 was
found to be slightly O-GlcNAc modified in control
cells and in glucose-deprived cells (Fig. 6A, B), and
no detectable band was found in heat-shocked cells.
In contrast, when cells were treated with glu-
cosamine, O-GlcNAc modification of E1 was en-
hanced. Interestingly, as illustrated in Fig. 6A, we
showed that E1 coimmunoprecipitated with Hsp70.
In addition, the interaction between E1 and Hsp70 is
dependent on the O-GlcNAc status of E1, because it
was greater when cells were incubated with glu-
cosamine.

Subsequently, we examined how glycosylation of E1
was affected by OGT silencing in HeLa cells. As illus-
trated in Fig. 6C, OGT silencing decreased E1 glycosyl-

ation. The latter results suggest that E1 glycosylation
could be one of the processes by which ubiquitination
and O-GlcNAc contents are linked.

DISCUSSION

O-GlcNAc is a highly dynamic PTM that can counteract
phosphorylation at the same site or at an adjacent site
(19, 20). O-GlcNAc can modify numerous nucleocyto-
plasmic proteins that belong to diverse families, includ-
ing metabolic enzymes, transcription factors, heat-
shock proteins, and architectural proteins (21).
Although the list of O-GlcNAc-modified proteins still
increases, the function of this glycosylation type re-
mains to be elucidated. However, several observations

Figure 5. OGT silencing leads to a decrease in protein ubiquitination and results in reduced cell viability. A) Top: the
effectiveness of OGT silencing is visualized by indirect immunofluorescence microscopy using the anti-OGT antibody (�-OGT;
AL28) with a secondary antibody coupled to Texas Red. Nuclei are stained with DAPI. Bottom: the O-GlcNAc levels of control
cells and cells transfected by OGT specific RNAi are visualized using an anti-O-GlcNAc antibody (�-O-GlcNAc; RL2) in
conjunction with a FITC-coupled anti-mouse secondary antibody. The ubiquitin content is visualized using an anti-ubiquitin
antibody (�-Ub) in conjunction with a Texas Red-coupled anti-rabbit secondary antibody. B) Western blot analysis of the effect
of OGT silencing on ubiquitinated protein levels under normal conditions (37°C) and under heat stress (42°C). Ubiquitinated
proteins are visualized with an anti-ubiquitin antibody (�-Ub). OGT silencing is verified using anti-OGT (�-OGT) and
anti-O-GlcNAc (�-O-GlcNAc; RL2) antibodies. Results are representative of 3 independent experiments. Equal loading control
was ensured using anti-actin (�-actin). A control for the specificity of anti-O-GlcNAc was ensured by incubating the antibody with
free GlcNAc. Variations of ubiquitin and O-GlcNAc within the cell extract contents are illustrated in the histogram (the
densitometric values for each sample were normalized according to the respective actin expression). Protein mass markers are
indicated at left (kDa). C) Assessment of the effect of OGT silencing on cell viability and thermally stressed cells using the blue
trypan method (n	3). Ctrl, untransfected cells; vehicle, cells treated with transfection reagent only (DreamFect); 1153, cells
transfected with oligonucleotides used for OGT silencing; GFP�, cells transfected with oligonucleotides used for GFP silencing
(negative control).
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have led to the hypothesis that O-GlcNAc could stabilize
proteins by preventing proteasomal degradation (5, 6).
The reduced protein degradation by O-GlcNAc may be
due to the O-GlcNAc modification of the 19S-regulatory
subunit of the proteasome (7, 8), accordingly inhibit-
ing its function or modifying the protein substrates
directly, making them more stable. Indeed, experi-
ments have shown that a wide variety of stresses (e.g.,
UV, hyperthermia, H2O2) inflicted on cells led to an
increase of O-GlcNAc content on a large panel of
proteins (22). Sohn et al. (23) also showed that hyper-
thermia was followed by an increase in O-GlcNAc
modification. In addition, these researchers demon-
strated that cells overexpressing OGT support stress
better than control cells. They hypothesized that OGT
might behave as a chaperone by modifying unfolded
hydrophobic peptide segment exposed after cell injury,
which may lead concurrently to protection of degrada-
tion. Our group recently reported the GlcNAc-binding
property of Hsp70 (15). This lectin activity occurs after
thermal or nutrient stresses (15, 16). Accordingly, we
postulated that O-GlcNAc glycosylation of damaged
proteins and Hsp70-GlcNAc binding properties act in
synergy. This synergy may protect target proteins
against proteasome activity by binding O-GlcNAc-ex-
posed motifs to Hsp70. Despite these exciting observa-

tions, the function of O-GlcNAc in protein protection is
far from being entirely deciphered.

In the present study, we explored the putative rela-
tion between O-GlcNAc and ubiquitin: the O-GlcNAc
modification seeming to be a signal acting against
protein degradation and the ubiquitination being a
well-described proteasome-targeting PTM. Intriguingly,
it appeared that in contrast to the reciprocal relation
between O-GlcNAc and phosphorylation, no reciprocity
between O-GlcNAc and ubiquitination could be dem-
onstrated. However, when a thermal stress was applied
to cells, both PTMs were enhanced (Fig. 1). Unlike
ubiquitination, which is stabilized by MG132, no effect
of MG132 could be shown on O-GlcNAc glycosylation.
This suggests that O-GlcNAc proteins are not degraded
by the proteasome at the same rate as ubiquitinated
proteins. This last result could present a discrepancy
with an earlier report (17). Indeed, these researchers
found that cells treated with an inhibitor of the protea-
some (ALLN or MG132) exhibited higher O-GlcNAc
levels than untreated ones. This difference in results
could be explained by the procedures used in the two
studies: 1) the researchers treated the cells for 1 h, and
then cells were returned to 37°C treatment for various
times, whereas in the present work, we treated cells for
increasing time periods (for a maximum of 15 min),

Figure 6. E1 is O-GlcNAc modified. A) Cells were cultured in different conditions: Ctrl, cells cultured in DMEM; w/o Glc, cells
cultured in glucose-depleted DMEM medium; w/o Glc 
 GlcNH2, cells cultured in glucose-depleted DMEM medium supplied
with 5 mM glucosamine; HS, cells grown in heat shock at 42°C for 24 h. Cell extracts were immunoprecipitated with an
anti-O-GlcNAc antibody. Coimmunoprecipitations were also performed with an anti-Hsp70 antibody. Immunoprecipitates (IP)
and coimmunoprecipitates (Co-IP) were run on a 10% SDS-PAGE and electroblotted and stained with the monoclonal anti-E1
antibody (2G2.3–5, mE1). A control of Hsp70 immunoprecipitation was realized with an anti-Hsp70 antibody. B) To confirm
the O-GlcNAc modification of E1, a polyclonal anti-E1 directed antibody (ab34711, pE1) was used to immunopurified E1.
Immunoprecipitates were run on SDS-PAGE and stained either with the polyclonal anti-E1 antibodies (pE1) or with the
anti-O-GlcNAc antibody (with and without free N-acetylglucosamine). Controls of immunoprecipitations were performed with
normal mouse IgG1 and normal rabbit IgG. C) Effect of OGT silencing on E1 O-GlcNAc glycosylation was evaluated by
immunoprecipitation of crude extracts with an anti-O-GlcNAc antibody and subsequently by the staining of the bound-proteins
with the mouse anti-E1 antibody (mE1). Equal loading was determined with the two anti-E1-antibodies for the three panels. Each
result was reproducible. Protein mass markers are indicated at left (kDa).
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and studies were immediately performed; 2) the cell
type was different, as they used Cos7, and we used
HepG2; and 3) the temperature used for heat-treating
the cells was 45°C in the cited article and 42°C in the
present work.

On the basis of our observations, we hypothesized
that, after stress, proteins could be modified with both
PTMs and that O-GlcNAc would transiently allow the
protection of modified proteins, whereas ubiquitina-
tion targets the protein to the proteasome. Neverthe-
less, immunoprecipitation experiments presented in
the present work show that O-GlcNAc and ubiquitin can
coexist on the same proteins (Fig. 2B). This reinforces
our suggestion that ubiquitin and O-GlcNAc are capa-
ble of acting in conjunction. Conversely, we noticed
some discrepancies between levels of O-GlcNAc pro-
teins when cells were treated with glucosamine and
additionally treated with MG132. Indeed, the O-GlcNAc
content was higher in MG132-treated cells than in
nontreated cells (Fig. 2B). We assume that this differ-
ence is caused by a synergistic inhibition of the protea-
some by MG132, in addition to its modification with
O-GlcNAc (7); however, this remains to be elucidated.

Concluding from earlier knowledge and the results
presented in the present work, we propose that the
ubiquitin/O-GlcNAc ratio could be the switch for a
protein to take the path of destruction or the path of
repairing. We also wondered whether the ubiquitina-
tion process itself could be regulated by O-GlcNAc.
Accordingly, we reasoned that when the O-GlcNAc
dynamism was perturbed either upward or downward,
ubiquitination contents followed the same modifica-
tions. As illustrated by our experiments, there might be,
indeed, a common regulation between the two PTMs.
In our quest to find the link between these two PTMs,
we demonstrated that the ubiquitin-activating enzyme
E1 was itself O-GlcNAc glycosylated and that this mod-
ification was modulated by cell culture conditions and
stress (Fig. 6). We also showed an interaction between
E1 and Hsp70; intriguingly, the interaction correlated
with the glycosylation level of E1. Further investigations
are necessary to determine whether the interaction
between these two partners is regulated by the glycosyl-
ation status of E1. However, Cole and Hart (24) have
demonstrated that the synaptosomal enzymatic form of
deubiquitination (ubiquitin carboxyl hydrolase-L1;
UCH-L1) is O-GlcNAc modified; therefore, one can
hypothesize that both the ubiquitination pathway and
the deubiquitination process could be regulated by
O-GlcNAc. As for E1, the effect of O-GlcNAc on this
enzyme is yet unknown, but it can be assumed that it
directly regulates its activity. Nevertheless, a putative
regulation of protein ubiquitination through E1 O-
GlcNAc modification is an interesting field to investi-
gate.

Given recent findings, it could be interesting to
indicate the nature of the change we found in the
ubiquitination levels occurring after the O-GlcNAc level
increase: does it affect more particularly the monoubiq-
uitination, the multiubiquitination, or the polyubiquiti-

nation? Considering the Western blot profiles that we
obtained during this study, we incline rather toward a
polyubiquitination change. Indeed, it has been recently
shown that according to the type of polyubiquitin
chains found on a substrate, the function managed by
polyubiquitination was different (25). For example,
Lys(48)-linked chains have been shown to target pro-
teins for proteasomal degradation, whereas Lys(63)-
linked chains have been implicated in other biological
functions, such as endocytosis or signal transduction. It
could be envisioned that O-GlcNAc may favor one
linkage rather than another; then, if the Lys(48)-linked
chains are found after O-GlcNAc increase, one can
suppose that the glycosylation may assist the degrada-
tion of the ubiquitinated proteins. Conversely, if rather
the Lys(63)-linked chains are found, it can be specu-
lated that the ubiquitination induced by O-GlcNAc
increase enables the cell to endure stress or serves any
other function.

Obviously, at this stage, more extensive investigations
are needed to increase our understanding of the role
played by O-GlcNAc in the proteasomal processing. But
it appears quite clear that it has a protective effect on
protein stability, and a comparison can be drawn be-
tween the quality control function played by calreticu-
lin and calnexin in the endoplasmic reticulum via the
gluco/degluco cycle (26, 27) vs. Hsp70 via the O-
GlcNAc/de-O-GlcNAc cycle.

This work opens a new door on the study of protein
stability and questions about the relations linking the
O-GlcNAc dynamism to the ubiquitin pathway.
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There are several lines of evidence that the modification of proteins by cytosolic- and 
nuclear-specific O-linked N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) glycosylation is closely 
related to neuropathologies, particularly Alzheimer’s disease. Several neuronal proteins 
have been identified as being modified with O-GlcNAc; these proteins could form part of 
the inclusion bodies found, for example, in the most frequently observed neurologic 
disorder (i.e., Alzheimer’s disease; Tau protein and β-amyloid peptide are the well known 
aggregated proteins). O-GlcNAc proteins are also implicated in synaptosomal transport 
(e.g., synapsins and clathrin-assembly proteins). Inclusion bodies are partly characterized 
by a deficiency in the ubiquitin–proteasome system, avoiding the degradation of 
aggregated proteins. From this perspective, it appears interesting that substrate proteins 
could be protected against proteasomal degradation by being covalently modified with 
single N-acetylglucosamine on serine or threonine, and that the proteasome itself is 
modified and regulated by O-GlcNAc (in this case the turnover of neuronal proteins 
correlates with extracellular glucose). Interestingly, glucose uptake and metabolism are 
impaired in neuronal disorders, and this phenomenon is linked to increased 
phosphorylation. In view of the existence of the dynamic interplay between O-GlcNAc and 
phosphorylation, it is tempting to draw a parallel between the use of glucose, 
O-GlcNAc glycosylation and phosphorylation. Lastly, the two enzymes responsible for 
O-GlcNAc dynamism (i.e., O-GlcNAc transferase and glucosaminidase) are both enriched 
in the brain and genes that encode the two enzymes are located in two regions that are 
found to be frequently mutated in neurologic disorders. The data presented in this review 
strongly suggest that O-GlcNAc could play an active role in neurodegenerative diseases.

Expert Rev. Proteomics 2(2), xxx–xxx (2005)

Glycosylation of serine and threonine residues
in cytosolic and nuclear proteins with single N-
acetylglucosamine (GlcNAc) has been proven
crucial for cell life during the past 20 years [1].
The structural simplicity of O-GlcNAc, its
localization and versatility have put this single
monosaccharide on the fringe of classic glyco-
sylation. The most remarkable feature of O-
GlcNAc is its ability to counteract phosphor-
ylation at the same or neighboring sites on the
peptide backbone. This conclusion was drawn
by mapping O-GlcNAc sites at, or near, known
phosphorylation sites [2,3] and by using kinase
and phosphatase inhibitors that lead either to
an increase or a decrease in the O-GlcNAc
process [4,5]. One of the consequences of the

existing competition between these two post-
translational modifications on the same pro-
tein is that it results in differences in the
behavior, which are mainly due to physical dif-
ferences induced by these two post-transla-
tional modifications: the neutrality of O-Glc-
NAc sugar strikingly contrasts with the acidity
of phosphorylation, the first being uncharged
regardless of the pH, whereas the second is
negatively charged at a physiologic pH (the
conformational differences of the protein gen-
erate an assembly with different partners, so
the activity may be modified (FIGURE 1). It is
important to note that not all phosphorylation
sites are in competition with O-GlcNAc and
vice versa. This implicates that the functions of
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O-GlcNAc do not all ensue from this dynamic interplay.
Beyond this existing competition between O-GlcNAc and phos-
phate, the functions of glycosylation remain unclear. However, it
appears obvious that O-GlcNAc plays a critical role in: 

• Transcriptional processes, with the modification of RNA
polymerase II

• Transcription factors (i.e., repressors and histone deacetylase)

• Protein traffic (glycosylation of COPII is implicated in vesic-
ular transport and glycosylation of nucleoporins has a role in
nuclear translocation)

• Protein stability (modification of proteins to be protected
against proteasomal degradation [6–8] and of the proteasome
itself [9,10])

 Several lines of evidence suggest that O-GlcNAc could be criti-
cal in many diseases such as cancers or diabetes and that any
dysfunction in the regulation of the glyco–deglyco process
could contribute to brain disorders.

This review will focus on the various ways in which modifica-
tions in O-GlcNAc could be involved in neurologic pathologies.

OGT & glucosaminidase: the partners that make 
O-GlcNAc versatile
The nucleocytoplasmic enzymes that are
responsible for the versatility of O-Glc-
NAc are both well studied: the first trans-
fers GlcNAc groups from UDP-GlcNAc
onto serine and threonine residues of the
peptidic backbone, and the second
hydrolyzes them. They are respectively
known as O-linked N-acetylglucosami-
nyl transferase (OGT) and O-linked N-
acetylglucosaminidase (GlcNAcase).
These enzymes are particularly enriched
in the cytosol of synaptosomes [11].

OGT
Features of O-linked 
N-acetylglucosaminyltransferase
OGT (uridine diphospho-N-acetyl-
glucosamine: polypeptide β-N-acetyl-
glucosaminyltransferase) was first charac-
terized in rat cytosolic liver and in extracts
of rabbit reticulocyte membranes [12,13].
The enzyme is highly conserved, with 80%
homology between Caenorhabditis elegans
and human. OGT migrates as two bands
by sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacry-
lamide gel electrophoresis (PAGE): the first
(α) has a molecular weight of 110 kDa and
the second (β) a molecular weight of
78 kDa. The 78-kDa unit is thought to be
a proteolytic form of the 110 kDa one.
Numerous tissues, of which brain is one,

only contain the α-subunit (110 kDa). OGT is enriched in the
pancreas (β-cells) and brain, however, it is also found in plants,
where it is named SPINDLY and is involved in the gibberellin
pathway (hormones that have various functions in plant growth
and development) [14]. OGT is phosphorylated on a tyrosine
residue and is itself O-GlcNAc glycosylated, suggesting an
autoregulation via the monosaccharide. OGT is reported to
bear homology with a large group of various sugar processing
enzymes that includes glycogen phosphorylase, UDP-GlcNAc-
2-epimerase and MurG, a glycosyl transferase [15]. Proteins
homologous to OGT form a large superfamily known as the
glycogen phosphorylase/glycogen transferase family.

The gene that encodes OGT is located on the Xq13 chromo-
somal region [16,17], and Cre-loxP recombination has shown that
OGT was necessary for embryonic stem cell viability [17]. Other
research efforts (on the molecular mechanism by which growth
factors regulate hematopoietic cell viability or apoptosis) have
demonstrated that OGT was also involved in the prevention of
apoptosis [18].

Recently, alloxan, a β-cell toxin that shares analogy with uracil,
was described as an inhibitor of OGT [19]. Alloxan blocked both
glucosamine- and streptozotocin-induced protein glycosylation.
Nevertheless, this inhibitor is also able to block β-cell glucokinase
and may even inhibit other enzymes recognizing uracil moieties.

Conformational differences

Functional regulation:

Modulation of protein–protein interactions

GlcNAc P

UDP-GlcNAcUDP

H2O GlcNAc

Pi

ATP ADP

H2O

- Transcription
- Metabolic enzymes
- Traffic
- Degradation

Figure 1. Hypothetical model by which O-GlcNAc regulates protein activity. O-GlcNAc and 
phosphorylation could be reciprocal on a same serine or threonine residue or on adjacent sites. Since O-
GlcNAc glycosylation and phosphate differ by their charge (at physiologic pH, phosphate is negatively 
charged, whereas O-GlcNAc is uncharged), this physical difference induces a localized modification in the 
conformation of the protein (local deformation). The protein conformation is then modified and as a 
consequence interacting partners differ (since the recognized form is not the same). This finally leads to a 
regulation of protein functions.
GlcNAc: N-acetylglucosamine.
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OGT partners
OGT contains 9–13 tetratricopeptides (TPR) [20], a 34-amino
acid protein–protein interaction domain found in a plethora of
proteins [21], which is localized at the N-terminus and that is
involved in interactions with other proteins. Different partners
that physically interact with OGT have been described. Using a
yeast two-hybrid assay, Iyer and coworkers have shown that
GRIF1 (GABAA receptor-interacting factoR1) and its
homolog, OIP106, are OGT-interacting proteins [22]. Both
proteins, which contain coiled-coil domains, interact with the
TPR of OGT. RNA polymerase II also coimmunoprecipitated
with OGT and OIP106, suggesting that OIP106 targets OGT
to the transcriptional machinery in order to glycosylate many of
its components. In the same field, Yang and coworkers have
highlighted a new mechanism by which transcription can be
repressed [23]. OGT is recruited to promoters by the corepressor
mSin3A, where it glycosylates many factors of the transcrip-
tional machinery. This mechanism could act in parallel with
histone deacetylation to promote gene silencing. Lastly, OGT
has been shown to interact with the serine/threonine protein
phosphatase (PP)1-β and PP1-γ [24]. OGT and PP1 could work
in co-operation: PP1 should dephosphorylate sites that could
be subsequently modified by OGT. This could be one way in
which OGT is regulated.

TPRs have been shown to directly interact with O-GlcNAc-
modified substrates such as OIP106 or p62 [25]. For OIP106, Iyer
and Hart showed that it was TPR 2–6 that were important for
glycosylation by OGT. Additionally, the isolated TPR domain of
OGT competitively inhibited glycosylation of the OGT-interact-
ing protein. These studies demonstrated the pivotal importance
of TPR in substrate glycosylation.

Importance of OGT in brain
In several reports, it has been demonstrated that O-GlcNAc
has important functional roles for physiologic processes in neu-
ronal cells. Recently, it was shown that both OGT and O-Glc-
NAc were enriched in brain and particularly in hippocampal
neurons [26] and Purkinje cells [26,27]. Using fluorescent-tagged
anti-OGT antibody in Purkinje cells, OGT was shown to be
particularly enriched in the nucleus, perikaryon and dentrites.
At the subcellular level electron microscopy revealed that OGT
was enriched in euchromatin, cytoplasmic matrix, at the nerve
terminal and around microtubules in dentrites. In the nerve
terminal, OGT was localized with a high density in the presyn-
aptic terminal, rather than in postsynaptic terminals [27]. These
results were corroborated using an anti-O-GlcNAc antibody.
Finally, as mentioned above, OGT is located in the Xq13
region, which is known to contain genes involved in X-linked
Parkinson’s disease [14].

GlcNAcase
O-GlcNAcase has been purified for the first time from rat spleen
[28] and has recently been cloned [29]. O-GlcNAcase gene maps to
the chromosomal location 10q24, a region associated with
Alzheimer’s disease (AD) and other neurologic disorders

[30,31].The protein encoded by the gene contains 916 amino
acids and has a molecular weight of 103 kDa. As OGT, O-Glc-
NAcase is a nucleocytoplasmic enzyme that is distributed in all
tissues and is particularly abundant in brain, skeletal muscle and
pancreas. O-GlcNAcase was originally known as a hyaluronidase,
and it was also referred to as hexosaminidase C (with a near-neu-
tral pH optimum in contrast with hexosaminidase A and B,
which are lysosomal and have acidic pH optima). Two inhibitors
are known for O-GlcNAcase: streptozotocin, an irreversible
inhibitor [32], and PUGNAc, O-(2-acetamido-2-deoxy D-glu-
copyranosylidene)amino-N-phenylcarbamate [33]. O-GlcNAcase
did not share protein motifs with other components. Heat shock
protein (HSP)110 and heat-shock cognate protein  (HSC)70
and intracellular signal transducers (amphiphysin, DRP-2 and
calcineurin, deregulations of which have all been associated with
neurologic diseases) appear to complex with O-GlcNAcase [34].

O-GlcNAcase possesses an intrinsic histone acetyltransferase
(HAT) activity [35]. The authors named the enzyme NCOAT
for nuclear cytoplasmic O-GlcNAcase and acetyltransferase. It
is tempting to consider that via its enzymatic activity, O-Glc-
NAcase could reverse the effect of OGT on the inhibition of
the transcriptional machinery and could also act through its
HAT activity to allow eukaryotic gene transcription.

O-GlcNAc in brain: autopsy of O-GlcNAc glycosylation
Many studies have underlined the importance of O-GlcNAc in
neuronal tissues. O-GlcNAc expression has been studied by
enzyme-linked immunosorbent assay measurement in healthy
mouse cerebellar neurons at different ages. It has been shown
that this glycosylation was ubiquitously expressed from embryo
(day 10) until adulthood, with no significant difference in the
expression of subcellular fractions from mice brains [36]. Label-
ling with [3H]-galactose has demonstrated an enrichment of rat
synaptosome in O-GlcNAc proteins [11] and, using enzymatic
activities measurement, the authors showed an enrichment of
OGT and O-GlcNAcase in the nerve terminal [27].

One of the pioneering studies that pointed to the importance of
O-GlcNAc in neuropathologies was performed by Griffith and
Schmitz, who established that the expression of proteins modified
with O-GlcNAc was significantly upregulated in AD brains com-
pared with age-matched controls (for this purpose the authors
used bovine galactosyltransferase in conjunction with [3H]-galac-
tose for the detection of O-GlcNAc residues) [37]. In the same
field, and using the same technical approach, O-GlcNAc levels
have been compared in autopsied normal human brains and in
human AD brains [38]. Contrary to Griffith and Schmitz, Yao and
Coleman concluded that the number of O-GlcNAc-containing
proteins and overall O-GlcNAc level do not appear to be different
between AD and control brains (normal age-matched controls).
However, this group found a significant change with a marked
reduction on a 160 kDa O-GlcNAc-bearing protein in AD that
they identified as being AP-3. Recently (using also O-GlcNAc res-
idues galactosylation with bovine galactosyltransferase), Robertson
and coworkers showed that O-GlcNAc was reduced in both heat-
stable Tau-enriched preparations from AD and fronto-temporal
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dementia [39]. The authors attributed these discrepancies found
between research groups to the methods used to generate frac-
tions and to label terminal sugars. Lastly, the level of O-GlcNAc
was determined in AD and control brains using radioimmuno
dot-blots with anti-O-GlcNAc antibody [40]. The O-GlcNAc
level in AD brains was 22% lower than in control brains. To con-
clude, it appears clear that O-GlcNAc levels tend to decrease in
neuronal diseases, and more particularly in AD.
  To date, it is difficult to draw up a list of O-GlcNAc proteins
(between 80 and 120 proteins are known) since it is growing
almost every day. Nevertheless, numerous neuronal proteins
known to be phosphorylated were reported to be O-GlcNAc mod-
ified. These proteins are itemized in TABLE I. Importantly, the
authors note that even if most of these proteins are implicated in
neurodegenerative diseases, it cannot currently be considered or
asserted whether or not the glycosylation of these proteins is impli-
cated in such disorders. In other words, it is not clearly established
that glycosylation has an impact on the function of these proteins.

Protein aggregation & the β-amyloid peptide
Protein aggregation is one of the characteristic features in neuronal
disorders [50]. Protein misfolding, and consequently aggregation,
could occur either in the cell itself (with inclusion body formation)

or in the extracellular space. Aggregates usually consist of fibers
that contain misfolded proteins with a β-sheet conformation,
known as amyloid. In Huntington’s disease, huntingtin is the
main protein that deposits (caused by a CAG repeat that encodes
polyglutamine repeats, such as in other polyglutamine diseases
with deposits of atrophin-1 or ataxins); in Parkinson’s disease α-
synuclein aggregates; in amyotrophic lateral schlerosis, the aggre-
gate factor remains unknown; and in Prion diseases the prion pro-
tein itself aggregates. The well known case of protein aggregation
is that of the extracellular aggregates neuritic plaques (senile
plaques) found in AD, the major component of which is the β-
amyloid peptide (42 amino acids). β-amyloid peptide is derived
from the sequential intracellular cleavage of β-amyloid precursor
protein (APP) [1]. APP is an ubiquitously expressed Type I mem-
brane protein that contains a large extracellular region, a trans-
membrane helix and a short cytoplasmic tail. It is generated by
alternative splicing that leads to multiple transcripts in which three
variants are mainly expressed in brain: APP695 (the most highly
expressed isoform), APP751 and APP770. APP is modified with
O-linked N-acetylglucosamine [41]. It was the first reported plasma
protein that bears O-GlcNAc residues, whereas the glycosylated
sites were not mapped. The relationship between APP, O-GlcNAc
glycosylation, APP processing and AD is unknown.

Table 1. Identified O-GlcNAc neuronal proteins.

O-GlcNAc neuronal proteins Function Ref.

β-amyloid precursor Precursor of the β-amyloid that is involved in amyloid plaque formation [41]

Microtubule-associated proteins:
-MAP1, -2 and -4 (high-molecular-weight)
-Tau protein

Promote microtubule assembly and stability [5,42,43]

Neurofilament H, M and L Major neuronal intermediate filaments in adult neurons in central and 
peripheral nervous system. Responsible for maintaining the calibre of axons

[44,45]

Synapsin I Anchors synaptic vesicles to cytoskeleton [46]

Ankyrin (node of Ranvier) Involved in the coupling of the voltage-dependent sodium channel and in 
bridging the membrane to the spectrin/actin network

[47]

Assembly protein-3 Clathrin assembly protein [48]

Collapsin response mediator protein-2 Growth cone collapse [11]

Ubiquitin carboxyl hydrolase-L1 Deubiquitinating enzyme [11]

β-synuclein Enriched at the presynaptic membrane and associated with membranes and 
vesicles

[11]

Sox (sry-related high mobility group box)-2 CNS and embryo transcription factor (belongs to the high-mobility group of 
minor groove DNA-binding proteins)

[41]

Activating transcription factor-2 Brain-enriched transcription factor that possesses an intrinsic histone 
acteyltransferase

[49]

PDZ-GEF, postsynaptic density-95, discs large, and 
Zonula occludens-1-guanine nucleotide-exchange 
factor

Guanine nucleotide-exchange factor for RAP1/2 [49]

Synaptopodin Dendritic spine formation [49]

Bassoon Synaptic vesicle cycling [49]
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Tau: the best characterized neuronal O-GlcNAc protein
Structure & function of Tau
Tubulin associated unit (Tau) proteins are part of a group of low-
molecular-weight microtubule-associated proteins [52]. They
arise from the alternative splicing of a single gene located on
chromosome 17 in the 17q21 region. In neurons, Tau proteins
promote the assembly, stability and orientation of tubulin mono-
mers into microtubules to constitute the axonal microtubules
network. By SDS-PAGE, Tau proteins appear as phosphorylated
isoforms with molecular masses ranging from 45 to 70 kDa.
Their degree of phosphorylation is a good marker of cell integ-
rity. Structurally, Tau proteins can be divided into three parts: an
acidic N-terminal region that contains a projection domain to
cytoskeletal components, a central region that contains numer-
ous proline residues and forms a target for proteins kinases, and a
basic C-terminal region containing three (3R) or four (4R) tubu-
lin-binding repeats. Phosphorylation sites are mainly located on
each side of tubulin-binding repeats except for a few locations
inside this domain. Then, the phosphorylation state of Tau pro-
teins is crucial in microtubule assembly. On this point, Tau pro-
teins are disturbed in numerous neurodegenerative disorders.
These Tau dysfunctions (which result from Tau aggregation)
lead to the collapse of the microtubule network and the presence
of intraneuronal lesions. These abnormalities can differ in terms
of structure (paired helical filaments [PHF] or straight filaments)
or in terms of Tau isoform composition.

Tau O-GlcNAc modification studies
Tau proteins are modified by numerous post-translational modi-
fications (this underlines and reinforces the crucial importance
of Tau proteins). These post-translational modifications increase
the number of Tau isoforms and may imply numerous different
functions for the protein. Among these modifications are phos-
phorylation, glycation (nonenzymatic glycosylation), ubiquiti-
nation, proteolysis, N-acetylation, N- and O-glycosylation and
O-GlcNAc glycosylation.

O-GlcNAc glycosylation of Tau proteins was first demon-
strated on bovine Tau, which is modified with 12 or more O-
GlcNAc at a stoichiometry of 4 moles of O-GlcNAc per mole of
Tau [43]. Initial site mapping on bovine Tau indicated that one
major attachment site for O-GlcNAc was localized on the
microtubule-binding domain on bovine Tau [43]. Nonpatho-
genic Tau is modified with two to three moles of phosphate per
mole of Tau whereas Tau found in AD could contain up to three
to four more O-GlcNAc residues. The number of phosphor-
ylated sites can reach 30, both on Tau and PHF-Tau. It appears
clear that O-GlcNAc could not regulate all phosphorylation sites
since it appears that there are more phosphorylation sites than
O-GlcNAc sites.

O-GlcNAc & phosphorylation relationship with Tau
The putative interaction between O-GlcNAc and phosphoryla-
tion on Tau proteins was studied in a human neuroblastoma
cell line [5]. Okadaic acid (a PP1 and -2A inhibitor extracted
from marine sponge) induced Tau hyperphosphorylation and

was first accompanied by a decrease in the O-GlcNAc content
of Tau proteins, and secondly by a decrease in the nuclear trans-
port of these proteins. O-GlcNAc glycosylation (detected with
a lectin that specifically binds O-GlcNAc terminal residues)
occurred on the less phosphorylated molecules (evidenced with
phospho- and nonphospho-Tau-directed antibodies). These
studies only indicated a global correlation between O-GlcNAc
and phosphorylation on Tau but did not point to the exact
location where such a relationship occured.

The regulation of Tau phosphorylation by O-GlcNAc was
conducted on human brain Tau, using a panel of antiphos-
pho-Tau antibodies [40]. O-GlcNAc reduced phosphorylation
at S199, S202, T205, T212, S214, S262 and S396 in PC12
cells but not at S404. On rat brain slices, O-GlcNAc glyco-
sylation reinforced or had no impact on phosphorylation at
S202, S214 and S404. The differences found on the two
models could be attributed to the composition in Tau pro-
teins. The authors remarkably suggested that these three phos-
phorylated sites were near a phosphorylation site that was neg-
atively regulated by O-GlcNAc: S202 is near S199, S214 is
near S212 and T217, and S404 is near S396. Thus, phospho-
rylation of Tau could be either negatively regulated on the
same site by O-GlcNAc and, on a proximal site, by phosphor-
ylation. In the same way, studies using Tau- and OGT-
cotransfected cells fully corroborated these experiments since
Robertson and coworkers showed a decrease in phosphoryla-
tion on S202, T212, S214, T231, S396, S404 and S409 when
OGT was overexpressed [39]. On the other hand, they did not
see any decrease on T181, T205 and S262. Discrepancies
between the work of Liu and coworkers and Robertson and
coworkers could be related to the cell line used (PC12 cells for
the first study and CHO cells in the latter) or to the treatment
performed to modify O-GlcNAc (treatment with PUGNAc or
streptozotocin in the first report, and transfection of OGT in
the second one) or phosphorylation (use of okadaic acid in the
first study).

Unfortunately, functions of O-GlcNAc on Tau remain
unclear: does O-GlcNAc just counteract the effect of phosphor-
ylation, leading to interactions with different partners, or are
O-GlcNAc functions more sophisticated? Part of the answer
could lie in the competition between O-GlcNAc and phospho-
rylation on Tau proteins, contributing to their nuclear localiza-
tion. Exact localization of O-GlcNAc sites on Tau proteins
could help us to understand how these residues could influence
the function of these microtubule-associated unit proteins.
Since Tau proteins are hyperphosphorylated in many neurode-
generative diseases, this O-GlcNAc/phosphorylation competi-
tion may be disrupted in the course of such pathologies [5]. The
existence of a balance between phosphorylation and O-GlcNAc
glycosylation could explain why, in vivo, hyperphosphorylated
Tau proteins that aggregated in paired-helical filaments are
devoid of O-GlcNAc residues. Hence, O-GlcNAc glycosylation
may be a marker of healthy brain Tau. Here again, the authors
insist on the point that even on Tau, only the balance between
O-GlcNAc and phosphorylation could not explain all Tau
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functions and all disorders where Tau intervenes. Not all the
phosphorylation sites on Tau could be counteracted by O-Glc-
NAc and vice versa. Consequently, some Tau functions could
be related only to phosphorylation.

Numerous vesicular transport proteins are modified with 
O-GlcNAc
CRMP-2, β-synuclein, UCH-L1, synaptodin & bassoon
The nerve terminal is particularly enriched with O-GlcNAc
glycosylation [11], and both enzymes of cycling O-GlcNAc are
abundant in the cytosol of synaptosome. Three neuron-specific
proteins have been identified among these O-GlcNAc proteins:
collapsing mediator protein (CRMP)-2, β-synuclein and ubiq-
uitin carboxyl hydrolase (UCH)-L1 [11]. All three phosphopro-
teins are involved in signal transduction and are linked to neu-
rodegenerative diseases. CRMP-2 is the major protein
identified as containing O-GlcNAc. It belongs to a group of
developmentally regulated proteins and mediates growth cone
collapse. β-synuclein belongs to a group of soluble proteins, the
synucleins. They are enriched at the presynaptic terminals of
neurons and can reversibly associate with synthetic membranes
and vesicles. UCH-L1 belongs to a group of deubiquitinating
enzymes and is involved in the turnover of proteins. It is known
that phosphorylation is involved in the regulation of proteins
and membranes trafficking in pre- and postsynaptic nerve ter-
minal and thus, as proposed by the authors, it could be consid-
ered that O-GlcNAc can counteract the phosphorylation effect
on such proteins via the dynamic interplay between O-GlcNAc
and phosphate, and that a deregulation of this process can play
an active role in neurodegeneration.

Most recently, two proteins that are important for synaptic
function were identified using a chemoenzymatic approach
that utilizes an engineered galactosyltransferase enzyme to
selectively label O-GlcNAc proteins with a ketone-biotin tag
[49]. Proteins identified include the actin-associated protein
synaptopodin, which is essential for dendritic spine forma-
tion, and bassoon, a scaffolding protein that plays a critical
role in synaptic vesicle cycling [49].

Assembly protein-3
One of the clathrin assembly proteins (APs), AP-3, has been
well studied in terms of glycosylation. Synaptic vesicles assem-
ble at the presynaptic compartment through a clathrin-depend-
ent mechanism that involves one or more APs, one of which is
AP-3. AP-3 is a synapse-specific protein (also known as pp155,
AP180, NP185 and F1–20) that is involved in promoting
clathrin assembly in clathrin-coated vesicles, probably in synap-
tic vesicle recycling. In vivo, phosphorylation of AP-3 weakens
both the binding of AP-2 by AP-3 and the co-operative clathrin
binding activity of these proteins [53]. Using pulse-chase experi-
ments, it has been shown that the mature form of AP-3 was
also O-GlcNAc modified but that the phosphorylated form of
AP-3 bound to WGA-sepharose [48]. This indicates that both
modifications could be present together on the same molecule.
These two post-translational modifications (O-GlcNAc and

phosphorylation) have been mapped to the central 50 kDa
structural domain. Capping of O-GlcNAc residues by galactos-
ylation did not affect interaction between AP-3 and clathrin,
suggesting that O-GlcNAc did not interfere with the interac-
tion between AP-3 and clathrin. Yao and Coleman found a
marked reduction on AP-3 in AD, which is negatively corre-
lated with the density of neurofibrillary tangles (i.e., intraneu-
ronal aggregates constituted by hyperphosphorylated Tau pro-
teins) [54]. In fact, it was the level of AP-3 proteins that
decreased in AD, while the O-GlcNAc/AP-3 ratio remained
unchanged. Loss of glycosylated AP-3 may be an earlier event
in the pathologic cascade of synapses in AD.

Synapsin I
Synapsin I has also been well characterized in terms of O-GlcNAc
glycosylation [46]. Synapsin I belongs to a family of five related
neuron-specific phosphoproteins (synapsins) associated with syn-
aptic vesicle membranes that are involved in the regulation of neu-
rotransmitter release [55]. They tether synaptic vesicles to actin fila-
ments in a phosphorylation-dependent manner, controlling the
number of vesicles available for release at the nerve terminus. A
growing body of evidence suggests that synapsins play a significant
part in neuronal development. They participate in the formation
and maintenance of synaptic contacts among central neurons.
Synapsins anchor synaptic vesicles to the cytoskeleton and ensure a
steady supply of fusion-competent synaptic vesicles. Synapsins are
phosphorylated and it is well known that phosphorylation plays a
role in their interactions with synaptic vesicle and the cytoskeleton.
Synapsin I is also O-GlcNAc glycosylated on seven sites that are
present in the B and D domains: S55, T56, T87, S516, T524,
T562 and S576 [46]. While these glycosylation sites are located
around five phosphorylation sites, it is unlikely that competition
between O-GlcNAc and phosphate occurs on these residues. With
the use of synthetic peptides, the authors demonstrated that O-
GlcNAc glycosylation at sites T562 and S576 did not strongly
modify the Km of the calcium/calmodulin-dependent protein
kinase II for phosphorylation at S566.

Sec24p
A study has demonstrated that Sec24p, a component of COPII,
was modified with O-GlcNAc during interphase, whereas
Sec23p, Sec13p, Sec31p or Sar1p were not [56]. When cells
started mitosis the glycosylation was lost and Sec24p was phos-
phorylated. Nevertheless, the putative competition between O-
GlcNAc and phosphorylation in the regulation of the mechanism
by which the endoplasmic reticulum (ER)-to-Golgi transport
could be regulated has not been demonstrated.

Proteasomal degradation & neuronal diseases
Aggregated proteins found in neurologic diseases 
& ubiquitin–proteasome system dysfunction
One of the common characteristics of neurologic diseases is a
dysfunction of the ubiquitin–proteasome system (UPS) and the
intracellular deposition of aggregated and ubiquitinated proteins
[57]. As mentioned above, Parkinson’s disease, AD, Huntington’s
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and other polyglutamine diseases, amyotrophic lateral fibrosis
and prion diseases are characterized by protein aggregation
and inclusion [50]. Protein aggregation can result from three
independent failures: 

• A defect in the protein that increases its insolubility

• An acceleration of its synthesis

• A defect in its degradation

This concept is largely reinforced since ubiquitin is found in
high concentrations in aggregates and in nerve cell death, lead-
ing to the conclusion that UPS is deregulated and that the pro-
teasome is inhibited. For example, huntingtin aggregates can be
labeled with antibodies directed against ubiquitin that should
be regarded as a marker of misfolded proteins and as a signal for
proteasome targeting. The pathologic mark of Parkinson’s dis-
ease is Lewy body formation, which are inclusions of fibrillar
and misfolded proteins found in the cytoplasm of neurons near
the nucleus. As for Huntington’s disease, Lewy bodies can be
labeled with antiubiquitin, anti-α-synuclein, antiparkin,
antisynphilin, antineurofilaments and antisynaptic vesicle pro-
teins. In amyotrophic lateral sclerosis, ubiquitinated aggregates
are also found in patient brains. Finally in prion diseases,
pathologies are caused by an abnormally folded prion protein
both intra- and extracellularly.

O-GlcNAc glycosylation & proteasomal regulation
Recently, it has been shown that the proteasome machinery was
modified with O-GlcNAc [9,10] and that it can be regulated by this
post-translational modification (OGT modifies the proteasome
and inhibits its activity) [10]. Liu and coworkers suggested that
since O-GlcNAcase was located at the 10q locus [30,31], a chromo-
somal region frequently mutated during AD, a genetic impair-
ment of O-GlcNAcase gene results in a dysfunction of proteasome
activity due to the nonhydrolysis of the O-GlcNAc inhibitory
effect on the 19S regulatory cap. Finally, the proteasome failed to
degrade the aggregates (an alternative of this defect is the
autophagic pathway). This hypothesis is partly in contradiction
with the idea that in neuronal disorders, and more particularly in
AD, O-GlcNAc tends to decrease. Nevertheless, it appears increas-
ingly likely that when a protein is modified with O-GlcNAc, it is
less sensitive to proteasomal degradation [6–8]. Consequently, the
two phenomena should act in synergy, since if proteins are pro-
tected with O-GlcNAc, and if the proteasome is inhibited, the
degradation rate of proteins will then be greatly reduced.

In another study, Cole and Hart demonstrated that the deu-
biquitinylation enzyme UCH-L1 was O-GlcNAc modified in
the synaptosome [11]. It is premature to interpret this result, but
it is exciting to put forward that O-GlcNAc could also be
involved in the regulation of protein targeting at the proteas-
ome by modifying such enzymes: a misregulation of such a
process by O-GlcNAc could reinforce the effect of O-GlcNAc
in protein turnover. In this field, it will be very interesting to
observe the existence of such a modification on parkin, an E3
ligase catalyzing the addition of ubiquitin to specific substrates
targeted to UPS and found in Parkinson’s disease. Furthermore,

in addition to ubiquitinated substrates found in inclusion,
chaperone proteins and proteasome components are also part of
these, and this reinforces the problem of UPS dysregulation in
neuronal disorders. Recently, the authors’ laboratory has shown
that chaperones of the HSP70 family share a lectinic activity
against GlcNAc residues, and that this biologic function is dra-
matically enhanced by stress [58]. Such lectinic activity must be
studied in neurologic diseases.

Glucose in O-GlcNAc metabolism: importance of glucose 
in brain
Hexosamine biosynthetic pathway
A total of 2–5% of extracellular glucose could be used for the
modification of proteins with O-GlcNAc through the hex-
osamine biosynthetic pathway [59]. Interestingly, many proteins
involved in the metabolism of glucose are themselves O-Glc-
NAc modified: casein kinase II, glycogen synthase kinase-3 [60]

and insulin receptor substrate-1 and -2 [61]. Glutamine:fruc-
tose-6-phosphate amido transferase, which catalyzes the con-
version of fructose-6-phosphate to glucosamine-6-phosphate, is
the rate-limiting enzyme acting in the hexosamine biosynthetic
pathway and is considered as the key enzyme [62]. This enzyme
can be bypassed by replacement of glucose with glucosamine
(directly forming glucosamine-6-phosphate), which allows an
enhancement of protein O-GlcNAc modification.

Glucose & O-GlcNAc in brain
Glucose metabolism is essential for neural function: it influences
many normal cellular processes, from neurotransmitter synthesis
to ATP production. Glucose metabolism (and consequently
energy) changes in aging brain, both in the insulin and in the ace-
tylcholine signal transduction. Cumulative evidences suggest that
during aging and AD, brain actively adapts its glucose metabo-
lism. Glucose is preserved for anabolism and the oxidative utiliza-
tion of ketone bodies is enhanced [63]. It is suggested that in AD,
brain may not follow a suicide but a rescue program. Changes in
glucose brain levels have been observed in mainly neurodegenera-
tive diseases and so may be involved in pathologic processes [64].
Thus, starting from the link between glucose and O-GlcNAc
metabolism and since brain is a great glucose consumer, it is likely
that brain may be particularly sensitive to glucose metabolism for
its O-GlcNAc glycosylation processes.

It is well known that in AD brain, glucose uptake and
metabolism are impaired, and it appears that this failure could
be a cause of neurodegeneration. Experiments performed on
nonhuman primates have clearly demonstrated that a decrease
in cerebral glucose consumption correlated with an impair-
ment in memory [65]. Nevertheless, although it clearly appears
that O-GlcNAc in AD is deficient, this impairment is not
understood. To tentatively respond in part to this question,
cytosolic protein O-GlcNAc levels in 19 AD brains and 15
controls was determined depending on the postmortem time
[40]. Nonlinear regression of the analyzed results have shown
that in AD brain, O-GlcNAc was 22% lower than in controls,
indicating compromised O-GlcNAc glycosylation in the disease.
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Glucose & phosphorylation in brain
Several models have described a relationship between glucose
level and phosphorylation, involving specific protein kinases.
The hypothesis that mitogen-activated protein kinases
(MAPKs) form transducers for the damaging effects of high
glucose has been tested [66]. MAPKs are involved in the etiology
of diabetic neuropathies both via the direct effects of glucose
and via glucose-induced oxidative stress.

A link was also established between diabetes and neurofila-
ments phosphorylation. Changes in the phosphorylation status
of neurofilaments could lead to severe impairments in the axon
structure and function that may be found in diabetics. Using
two animal models of Type 1 diabetes, it was demonstrated that
in diabetic animals, an increase in neurofilament phosphoryla-
tion occurs via an increase in the phosphorylation of a jun N-
terminal kinase (JNK) isoform and of extracellular signal-regu-
lated kinases (ERK), which in turn hyperphosphorylates neuro-
filaments [67]. In diabetic rat neurons, hyperphosphorylation of
neurofilaments may contribute to the distal sensory axonopa-
thy observed in diabetes. It has been suggested that hyperglyc-
emia-induced activation of stress-activated protein kinases
(neurofilament kinases such as JNK), may
be a primary etiologic event in diabetic
neuropathy [68]. Other studies performed
on starving mice have shown Tau hyper-
phosphorylation with a regional selectiv-
ity similar to those observed in AD [69]. As
for neurofilament, Tau-specific kinases
and Ser/Thr phosphatases are involved.
During starvation, Tau phosphorylation
was accompanied by a decrease in Tau-
specific kinase activity: Tau protein kinase
I/glycogen synthase kinase-3 and cyclin-
dependent kinase-5. In this process of Tau
hyperphosphorylation, it is also suggested
that inhibition of PP2A is predominant.

To conclude on this section, it is cur-
rently not possible to correlate an increase
of phosphorylation in neuronal disorders
to the decrease of O-GlcNAc. Neverthe-
less, using okadaic acid the authors have
shown that a dynamic interplay between
O-GlcNAc glycosylation and phosphor-
ylation could occur on Tau proteins and
on many other nonidentified neuronal
proteins [5,70].

Expert opinion
This review attempts to collect a maxi-
mum of links that have been established
between O-GlcNAc glycosylation and
neurologic diseases. Unfortunately, com-
pared with phosphorylation, very little is
known about O-GlcNAc and brain dis-
orders; phosphorylation has been well

studied in numerous neuronal proteins, the best characterized
examples being Tau and neurofilaments. In contrast, O-Glc-
NAc is a relatively recently discovered post-translational mod-
ification and studies performed on proteins are more a
description of the glycosylation than a study of its biologic
significance. For the moment, O-GlcNAc’s impact in patholo-
gies does not allow us to clearly understand its importance in
brain disorders, even if there is evidence of its relationship
with such diseases. The first parallel is that enzymes regulat-
ing O-GlcNAc dynamism are located on chromosomal
regions linked to these disorders. However, in order to con-
firm that these enzymes are involved in such diseases, more
studies and experiments need to be performed. The function
of O-GlcNAc in neuronal proteins must be determined. For
instance, according to the existence of the O-GlcNAc–phos-
phorylation balance, a protein in its glycosylated form is likely
to have a different role than when it is phosphorylated; how-
ever, not all O-GlcNAc sites are regulated by phosphoryla-
tion. Thus, functions of O-GlcNAc are not directly correlated
to phosphorylation. An exciting finding is that glycosylated
Tau could be a marker for healthy brain in contradiction with

Glc Glc

CytosolOutside

Glc6P Fru6P UDP -GlcNAc

OGT

GlcNAc

GlcNAcase

Healthy brain

Glc Glc

CytosolOutside

Glc6P Fru6P GlcNH26P UDP-GlcNAc

OGT

GlcNAc

GlcNAcase

Neuronal disorders

Misregulation

Misregulation

P

AggregationCell death

GlcNH26P

Figure 2. The importance of O-GlcNAc in neuropathologies. This scheme summarizes the potential 
involvement of O-GlcNAc in neuropathologies. In healthy brains, both OGT and O-GlcNAcase are 
enriched, allowing for efficient regulation of the glyco–deglyco process with O-GlcNAc. When neuronal 
disorders occur, the two enzymes of the cycling O-GlcNAc may be misregulated since they are both 
located on chromosomal regions that are involved in neurodegenerative disorders. This misregulation is 
all the more important since enzymes are particularly enriched in the brain. As glucose uptake is affected 
in such pathologies, this contributes to a deregulation in O-GlcNAc (which should particularly decrease). 
In view of the existence of the balance between O-GlcNAc and phosphorylation, phosphorylation 
increases in neurologic diseases (e.g., Tau), and leads to an enhancement of the aggregation that finally 
induces cell death.
GlcNAc: N-acetylglucosamine; GlcNAcase: O-linked N-acetylglucosaminidase; 
OGT: O-linked N-acetylglucosaminyl transferase.
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hyperphosphorylated Tau. Finally, the link drawn between
glucose metabolism, phosphorylation and O-GlcNAc really
needs to be further investigated. FIGURE 2 is a recapitulative
scheme of the potential role and implication of O-GlcNAc in
neuronal disorders.

Five-year view
In the years to come, we should be able to understand the
functions of O-GlcNAc much better; by locating the exact
glycosylation sites of proteins, by knowing the interacting
partners in the different protein forms (phosphorylated,
unmodified and glycosylated), and by studying conforma-
tional changes induced by sugar on neuronal proteins.
Research that will be performed on the mechanism by which
O-GlcNAc processes failed in aging neurons, leading to a per-
turbation of the phosphorylation status of proteins via the
dynamic interplay between O-GlcNAc and phosphates, will
certainly show one of the key events of neuronal disruption.
The authors believe that the answer will be found in glucose
metabolism, and those working on gerontology and people
working on diabetes will certainly see their research efforts
focus on the same point. We hope that these findings will
highlight the contribution, and will confirm the critical role
of O-GlcNAc in neuronal diseases.
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Abstract 
      Glycosylation is with phosphorylation the 
widespread post-translational modification of 
proteins since we consider that 50% of proteins are 
glycosylated. Among all the myriad of glycosylation 
types that exist, O-GlcNAc is the most abundant found 
within the cytosolic and nuclear compartments of cells. 
O-GlcNAc is versatile and can counteract the effect of
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phosphorylation at the same site or at an adjacent one. While the exact 
functions of O-GlcNAc are not yet entirely deciphered we know that it is 
implicated in numerous fundamental processes in cell. A deregulation of its 
equilibrium could lead to different diseases including type-2 diabetes, 
neuronal disorders and cancers. Type-2 diabetes is linked to O-GlcNAc since 
glucose is the major source for UDP-GlcNAc synthesis, the sugar-nucleotide 
donor for OGT, the enzyme that modifies substrates. Interestingly, OGT is 
enriched in beta-cells and alloxan (an OGT inhibitor) and streptozotocin (an 
O-GlcNAcase inhibitor) were known to produce experimental animals 
diabetes. In addition, numerous components of the insulin transduction 
pathway are O-GlcNAc modified suggesting a regulation of glucose uptake 
and metabolism by O-GlcNAc. A plethora of structural proteins, including 
neuronal proteins (neurofilaments, Tau, beta-amyloid precursor...), and of 
transcriptional-implicated proteins (transcription factors, oncogenes and 
tumours suppressors) are also O-GlcNAc. This suggests in the first case a 
regulation of neuronal diseases progress by a dysfunction of the O-GlcNAc 
balance and in the second one an involvement of O-GlcNAc in cancer 
development. In this last example, the glycosylation could take a part in DNA 
binding, transactivation activity or protein-protein interactions to regulate 
transcriptional processes, and in the regulation of the cell cycle. 
 
Introduction 
Post-translational modifications could regulate protein functions 
 Recent sequencing of the human genome has revealed with amazement 
that it only contains 30000 genes against the 100000 expected [1]. How an 
organism as complex as ours could be regulated by so few components? A part 
of the response resides in the fact that a protein encoded by a single gene could 
possess different functions. This functionality is the result in part that many 
post-translational modifications (PTM) like phosphorylation, acetylation or 
glycosylation can modulate protein interactions by modifying specific amino-
acids (e. g., modification of the RNA polymerase II carboxy-terminal domain 
by phosphorylation, glycosylation or without any modification, involves 
differential transcriptional activity [2]). A protein can also according to its 
PTM reach a distinct compartment [3] and interact with different partners. In 
this chapter we will interest more particularly to a glycosylation type named  
O-GlcNAc for O-linked N-acetylglucosaminylation. 
 
O-GlcNAc is different from N- and O-glycosylation 
 O-GlcNAc glycosylation is the modification of proteins by a single residue 
of N-acetylglucosamine (that is neither epimerized nor elongated) on serine 
and threonine groups. Hundreds of proteins are modified by this type of 



O-GlcNAc and diseases  379 

glycosylation including structural proteins [4] and particularly numerous 
neuronal structural proteins such as neurofilaments, synapsin or Tau (for 
review see [5]) ; proteins playing a role in transcription such as RNA 
polymerase II [2]; transcriptions factors such as Elf-1 [3], c-Myc [6], Pax-6 [7] 
or CREB (cAMP response element binding protein) [8], Stat-5 [9] ; co-
repressors  such as mSin3A [9] and even histone deacetylases such as HDAC1 
[10]. O-GlcNAc was first evidenced on the surface of intact lymphocytes using 
bovine milk galactosyltransferase as an impermeant probe [11]. After 
investigation, it appeared that the finding of O-GlcNAc constituted a major 
breakthrough in glycobiology, and that it challenged two dogmas in our 
understanding of glycosylation:  
 
- for the first time a glycosylation type was found to have a high content in the 
cytosolic and nuclear compartments of eukaryota, whereas, until that date, 
glycosylation had been confined in the lumen of endoplasmic reticulum and 
Golgi apparatus or to membranous proteins and secretory pathways 
- the versatility of O-GlcNAc demonstrated that a glycosylation could not be 
always static (as for N-glycans or classical O-glycans).  
 
O-GlcNAc is versatile and polyvalent 
 As was mentioned above, one of the main features of O-GlcNAc is its 
versatility since it is often compared to phosphorylation (for review see [12]). 
Like phosphorylation-dephosphorylation processes that are regulated by a set 
of kinases and phosphatases, the glyco-deglyco process is also controlled by 
two cytosolic and nuclear distributed enzymes (for review see [13]), i.e. the      
O-GlcNAc transferase (OGT) that transfers the monosaccharide from UDP-
GlcNAc to the protein [14] and O-N-acetylglucosaminidase (O-GlcNAcase) 
that hydrolyses the sugar [15]. Moreover, O-GlcNAc could compete with 
phosphorylation for the same site or in the vicinity, causing mutual exclusion 
[2, 16]. The consequence of the existing competition between these two PTM 
on a protein is that it should result in differences in the behaviour of this 
protein that must be mainly due to physical differences brought by these two 
PTM:  the neutrality of O-GlcNAc sugar strikingly contrasts with the acidity of 
phosphorylation, the first one being uncharged whatever the pH, whereas the 
second is negatively charged at physiological pH (the conformational 
differences of the protein engender the assembly with different partners and so 
activity could be modified).  
 Beyond this competition between O-GlcNAc and phosphate the functions 
played by the glycosylation is still unclear. Notwithstanding, it appears clearer 
and clearer that O-GlcNAc plays a pivotal role (i) in transcriptional processes 
both by modifying RNA polymerase II, transcription factors, repressors and 
histone deacetylase (see above), (ii) in protein trafficking (glycosylation of 
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COPII that is implicated in vesicular transport [17] and glycosylation of 
nucleoporins that play a role in nuclear translocation [18]), (iii) in protein 
stability (modification of Heat Shock Proteins [19, 20] that control proteins 
folding and aggregation, and the proteasome itself [21, 22]), (iv) and in 
enzymatic activity [4] (figure 1, middle bottom panel). 
 There are several lines of evidences that O-GlcNAc could be determinant 
in numerous diseases such as cancers or diabetes and that a dysfunction of the 
regulation of the glyco-deglyco process could contribute to brain disorders.  
 

Glucose, the hexosamine biosynthetic pathway and 
O-GlcNAc: The link to type-2 diabetes? 
Insulin resistance and type-2 diabetes development 
 While under intensive study, development of diabetes (which one of the 
hallmarks is chronic hyperglycemia) and particularly of type-2 diabetes is 
unclear. Constant nutrient excess and low energy dispense are two predisposal 
factors of type-2 diabetes. Insulin resistance (that occurred in pancreatic beta-
cells, liver, adipocytes and skeletal muscle) coupled to glucose toxicity is 
responsible for the complications that include vascular disorders. Insulin 
resistance inhibits both glucose uptake and glycogen synthesis in skeletal 
muscle and adipocytes and it is suggested that this resistance to insulin is a 
manner for the organism to respond to nutrient excess. In the early 90’s, 
Marshall and Traxinger [23], that should be considered as the pioneers in the 
field of the hexosamine biosynthetic pathway (HBP, see below for more 
details), remarked that insulin resistance development requires three key 
components, i. e. glucose, insulin and glutamine. The role of glutamine in the 
development of type 2 diabetes had to be found in the regulation of the 
glutamine:fructose-6-phosphate amido-transferase (GFAT), the rate-limiting 
and key-enzyme acting in the hexosamine biosynthetic pathway, that catalyses 
the conversion of fructose-6-phosphate in glucosamine-6-phosphate (for 
review see [24]) (figure 1). 

 

The hexosamine biosynthetic pathway and O-GlcNAc synthesis 
 A few years ago it has been established that O-GlcNAc was intimately 
linked to glucose metabolism (for review see [25]). 2 to 5% of extracellular 
glucose is used for O-GlcNAc modification of proteins through the HBP.      
O-GlcNAc has been postulated to act as a sensor implicated in insulin 
resistance and in the decrease of glucose uptake by cells. First, the hypothesis 
of a negative feedback of a glucose transport regulation by the flux of glucose 
through HBP was advanced in insulin target cells [25]. Second, Robinson et al 
have shown that when rat hemidiaphragms were incubated in glucosamine     
or in high glucose, glucose-uptake decreased [26]. Latter, it was shown that  
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Figure 1. The insulin transduction and the hexosamine biosynthetic pathways.  
Top left box- Structures of O-GlcNAc, alloxan (note the structural similarity with 
uracil), streptozotocin, PUGNAc, azaserine and DON (note the structural similarities 
with glutamine). Alloxan is an inhibitor of OGT, STZ and PUGNAc are inhibitors of 
O-GlcNAcase and aza and DON inhibit GFAT. 
Conventional and non-conventional abbreviations: AC, adenylate cyclase; Akt, 
RAC (related to the A and C kinases)-alpha serine/threonine-protein kinase; Allo, 
Alloxan; Aza, azaserine; cAMP, cyclic-adenosine mono-phosphate; ATP, adenosine 
tri-phosphate; DON, 6-Diazo-5-oxo-L-norleucine; F6P, fructose-6-phosphate; F1, 
6bisP, fructose-1, 6-bis phosphate; FKHR, Forkhead homolog 1 (rhabdomyosarcoma); 
G, glucose; GNAc, N-acetylglucosamine; G6P, glucose-6-phosphate; G1P, Glucose-1-
phosphate; GN, glucosamine; GN6P, glucosamine-6-phosphate; GNAc6P, N-
acetylglucosamine-6-phosphate; GNAc1P, N-acetylglucosamine-1-phosphate; GPI, 
glycosyla-phosphatidylinositol; Gln, glutamine; Glu, glutamate; GLUT, glucose 
transporter; GFAT, glutamine : fructose-6-phosphate amido-transferase; GN6PAcT, 
glucosamine-6-phosphate acetyl transferase; GS, glycogen synthase; GNAcase, O-
GlcNAcase; GSK-3β, glycogen synthase kinase-3; HK, hexokinase; IRS-1/2, insulin 
receptor subtrates 1 and 2; mTOR, mammalian target of rapamycin; MDM2, murine 
double minute 2; NFκB, nuclear factor kappa B; OGT, O-GlcNAc transferase; PIP2, 
phosphatidylinositol-4, 5 bisphosphate; PIP3, phosphatidylinositol-3, 4, 5 triphosphate; 
PGM, phospho-glucomutase; PGNAcM, phospho-N-acetylglucosamine mutase; 
PUGNAc, O-(2-acetamido-2-deoxy-d-glucopyranosylidene)amino-N-phenylcarbamate; 
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Figure 1. Legend continued 
 
Pyr, pyruvate; PKA, protein kinase A; PKB, protein kinase B (Akt); PKC, protein 
kinase C; PGI, phosphoglucose isomerase; PI3K, PI-3(phosphatidylinositol-3) kinase 
(p85/p110); PDK-1, phosphatidylinositol-dependent protein kinase-1; PTEN, 
phosphatases and tensin homolog; STZ, streptozotocin; UGNAc, uridine di-phospho N-
acetylglucosamine; UG, uridine di-phospho N-acetylglucose; UDP, uridine di-
phosphate; UGNAcPP, uridine di-phospho-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase; 
UGPP, uridine di-phospho-glucose pyrophosphorylase. 
 
glucosamine-induced insulin resistance was accompanied by an increase in 
UDP-GlcNAc [27]. Using transgenic overexpression of O-GlcNAc transferase 
(OGT) McClain et al. showed a type-2 diabetic phenotype [28]. This 
observation linked insulin resistance phenomenon to O-GlcNAc glycosylation 
processes. In the same topic, incubation of rat epitrochlearis muscles with 
PUGNAc, an O-GlcNAcase inhibitor (see below), induced an increase in the 
O-GlcNAc level of proteins and a reduced glucose transport, suggesting that 
O-GlcNAc glycosylation of proteins can induce insulin resistance [29]. Taken 
together these observations strongly support the pivotal role of O-GlcNAc in 
reduced glucose transport and insulin resistance through HBP.  
 Conversion of glucose to O-GlcNAc has been deciphered (figure 1). Once 
the glucose enters the cell, it is converted to glucose-6-phosphate by 
hexokinase. Glucose-6-phosphate could be then epimerized in glucose-1-
phosphate by phosphoglucomutase, to be activated in UDP-glucose for 
glycogen synthesis or converted to fructose-6-phosphate by 
phosphoglucose(hexose) isomerase. A few amount of fructose-6-phosphate is 
converted to glucosamine-6-phosphate by GFAT (the majority of fructose-6-
phosphate is directed to glycolysis). Glucosamine-6-phosphate is acetylated in 
N-acetyl glucosamine-6-phosphate through the action of the glucosamine-6-
phosphate N-acetyltransferase, epimerized in N-acetyl glucosamine-1-
phosphate by phosho-N-acetylglucosamine mutase and activated to UDP-
GlcNAc by UDP-GlcNAc pyrophosphorylase. UDP-GlcNAc then serves for 
the glycosylation of both O-glycosylation (including O-GlcNAc) and             
N-glycosylation, glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor and glycolipids. 
Note that glucosamine is able to go round GFAT to enhance O-GlcNAc 
glycosylation and to provoke itself insulin resistance. 
 
Insulin signal transduction and O-GlcNAc 

Insulin resistance effect, and so glucose-uptake decrease was correlated 
with a defect in GLUT4 glucose transporter to the plasma membrane [30]. In 
normal conditions vesicles that contain GLUT4 transporter are translocated to 
the plasma membrane in response to glucose stimulation and permit glucose to 
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enter adipocytes or skeletal muscle cells. Mechanism by which GLUT4 can not 
integrate plasma membrane in insulin-resistance is not known, but the Akt 
pathway could be the track by which this process failed [31] (figure 1). After 
insulin binds to its receptor, an activation of the intrinsic tyrosine kinase activity 
is triggered. Insulin receptor substrates are recruited to insulin receptors (IRS1/2) 
and are themselves tyrosine phosphorylated. PI-3(phosphoinoside-3) kinase 
(p85/p110) migrates to the plasma membrane and phosphorylates 
phosphatidylinositol-4, 5 bisphosphate (PIP2) to phosphatidylinositol-3, 4, 5 
triphosphate (PIP3). PDK-1 (phosphatidylinositol-dependent protein kinase-1) is 
then activated and phosphorylates protein kinase B/Akt that in turn 
phosphorylates different substrates including GSK-3β (figure 1). The link 
between Akt and GLUT4 is not really established and it is not know how at this 
stage insulin resistance occurred. Nevertheless, numerous compounds of the 
insulin pathway or involved in glucose metabolism have been described to be O-
GlcNAc modified: Akt, GLUT4, casein-kinase II, glycogen synthase kinase-3 
[32] and IRS-1 and 2 [33] (figure 1). Based on this knowledge it is easy to 
suppose that O-GlcNAc could play an active part in insulin resistance by the 
defect of glycosylation of one or other component. Since glucose and O-GlcNAc 
are linked, one can suppose that a defect in O-GlcNAc metabolism will be 
reflected on insulin pathway and so to a decrease in glucose uptake. 
 
Diabetogenics drugs and O-GlcNAc 
 Three inhibitors of the cycling O-GlcNAc enzymes are currently used.    
O-N-acetylglucosaminidase could be inhibited by two drugs, streptozotocin 
(STZ, 2-deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose) and PUGNAc 
(O-(2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranosylidene)amino-N-phenylcarbamate) 
and OGT is inhibited by alloxan, an uracile analogue [34] (figure 1, left top 
box). Alloxan and STZ are widely used to induce experimental diabetes in 
animals [35]. Their action on beta-cells is deciphered and well-described [35]. 
Both are rapidly transported into the cell by the GLUT2 transporter. Resultant 
experimental diabetes is the consequence of the generation of free radicals 
products (reactive oxygen species), but the mechanism of inhibition is different 
between alloxan and STZ.  

In solution, alloxan (which is hydrophilic and unstable) is in equilibrium 
with its reduction product, dialuric acid that generates superoxide radicals (O2

.) 
through a redox cycle. Under the action of superoxide dismutase, superoxide 
radicals form hydrogen peroxide (H2O2). These hydrogen peroxide molecules 
sustain the Fenton reaction in the presence of Fe2+ ions and are then splinted 
into two hydroxyl radicals (OH.). These radicals are highly toxic for the cell 
(especially beta-cells) and in conjunction with an increase flux of calcium into 
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the cells, they provoke beta-cells death and consequently an inhibition of 
insulin secretion.  
 STZ provokes DNA alkylation through its nitrosourea group particularly 
on the O6 of guanine. Damaged DNA induces an activation of ADP-
ribosylation and poly-ADP-ribosylation results in the consummation of NAD+ 
and ATP leading to the depletion of these two molecules. The nitrosourea 
group is also a source of NO when STZ is metabolized into the cell. 
 Starting from the diabetogenic effects of alloxan and STZ through the 
formation of free radicals and since these drugs are OGT and O-GlcNAcase 
inhibitors, it can be suppose a synergistic action of alloxan and STZ in 
experimental diabetes development. As we discussed above, O-GlcNAc seems 
to take an active part on the development of insulin resistance and glucose 
toxicity, and this role must be amplified by the fact that OGT is particularly 
enriched in pancreas [36]. This explains why STZ is so toxic for beta-cells: 
high expression of OGT results in high O-GlcNAc levels in beta-cells that can 
not be counteract by the inhibited O-GlcNAcase.  
 

O-GlcNAc and neuronal disorders 
Importance of O-GlcNAc in the central nervous system 
 While it is difficult to draw up the list of the O-GlcNAc proteins (more 
than 120 O-GlcNAc proteins are known to date), numerous neuronal proteins 
known to be phosphorylated were reported to be O-GlcNAc modified (for 
review see [5]). Most of them are implicated in neurodegenerative diseases: 
Tau and beta-amyloid being the best example in Alzheimer’s disease (AD) and 
neurofilaments in lateral amyotrophic sclerosis and AD. 
 The three following points underline the importance of O-GlcNAc 
metabolism in neurons: 
 

- the study of O-GlcNAc expression in healthy mouse cerebellar neurons of 
different ages [37] has shown that the glycosylation is ubiquitously 
expressed from embryo (day 10) until adulthood, with no significant 
difference in expression of subcellular fractions from mice brains, 

- rat synaptosome is enriched in O-GlcNAc proteins [38] and nerve terminal 
are enriched in enzymes regulating the O-GlcNAc process [39]. 

- neuronal cultured-cells (Kelly) are more susceptible to the misbalance 
between O-GlcNAc and phosphorylation provoked by okadaic acid (a 
broad spectrum phosphatases inhibitor) than HeLa or Cos cells [40]. 

 
The first works performed in autopsied normal human brain and in human AD 
brains were that of Griffith and Schmitz who established that the expression of 
proteins modified with O-GlcNAc was significantly up-regulated in AD brains 
compared to age-matched control brains [41]. On the other hand Yao and 
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Coleman did not found any difference in the O-GlcNAc proteins level between 
AD and control brains (normal age-matched controls) except for a 160 kDa   
O-GlcNAc protein for which a marked decrease was observed in AD. This 
protein has been identified as AP-3 [42]. More recently, Robertson et al. 
showed that O-GlcNAc was reduced both in heat-stable Tau-enriched 
preparations from AD and fronto-temporal dementia [43]. These authors 
imputed the discrepancies found between the research groups on the methods 
used to generate fractions and to label terminal sugars. 
 
Protein aggregation in neuronal disorders 
 Protein aggregation and ubiquitin-proteasome system (UPS) dysfunction 
are two characteristic features of neurological diseases (for review see [44]). 
Protein misfolding and then aggregation could occur either in the cell itself 
(with inclusion body formation) or in the extracellular space.  
 Aggregates usually consist in fibers that contain misfolded proteins with a 
beta-sheet conformation, termed amyloid: 
 

- in Huntington’s disease, huntingtin is the main protein that deposits. This 
aggregation is caused by a CAG repeat coding for a polyglutamine strench 
(as other polyglutamine diseases). 

- in Parkinson’s disease, it is the alpha-synuclein that aggregates 
- in amyotrophic lateral sclerosis, the aggregate factor remains unknown to 

date 
- in Prion diseases it is the prion protein itself that aggregates.  

 
Aggregation is either the result of a defect in the protein which increases its 
insolubility, or can be the result of an acceleration of its synthesis or a defect in 
its degradation. This idea is largely reinforced by the account that ubiquitin is 
found in large amount in aggregates and in nerve cell death, leading to the 
conclusion that UPS is deregulated and that proteasome is inhibited. For 
example huntingtin aggregates can be labeled with antibodies directed against 
ubiquitin that should be regarded as a marker of the misfolded proteins and as 
a signal for proteasome targeting. The pathological hallmark in Parkinson’s 
disease are Lewy bodies that are inclusions of fibrillar and misfolded proteins 
found in the cytoplasm of neurons near the nucleus. As for Huntington’s 
disease, Lewy bodies can be labeled with anti-ubiquitin, anti-alpha-synuclein, 
anti-parkin, anti-synphilin, anti-neurofilaments and anti-synaptic vesicle 
proteins. In amyotrophic lateral sclerosis, ubiquitinated aggregates are found 
also in patient brains. Finally in prion diseases, pathologies are caused by an 
abnormally folded prion protein both intracellularly and extracellularly. 

The well-known case of such an aggregation process is the extracellular 
aggregates neuritic plaques (senile plaques) found in AD and which major 
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component is the beta-amyloid peptide (42 amino-acid) that derived from the 
sequential intracellular cleavage of APP (beta-amyloid precursor protein). 
Cleavage of APP occurs via either a nonamyloidogenic (generating soluble 
APPα and a truncated Aβ fragment) or an amyloidogenic pathways (generating 
Aβ and soluble APPβ). APP is a ubiquitously expressed type I membrane 
protein that contains a large extracellular region, a transmembrane helix and a 
short cytoplasmic tail. It has been demonstrated that APP is modified with     
O-linked N-acetylglucosamine [45] (it was the first report of a plasma protein 
that bears O-GlcNAc residues). The relationship between APP O-GlcNAc 
glycosylation and APP processing and AD is unknown.  

 
Proteasomal degradation failure in neuronal disorders 
 It has been recently reported that the proteasome machinery was modified 
with O-GlcNAc [20, 21] and can be regulated by this post-translational 
modification since after modification by OGT, proteasome was inhibited [21]. 
It has been proposed that since O-GlcNAcase is located on 10q locus [46, 47], 
a chromosomal region frequently mutated during AD, a genetic impairment of 
O-GlcNAcase gene will result in a dysfunction of proteasome activity by non-
hydrolyze of the O-GlcNAc inhibitory effect on 19S regulatory cap. Finally, 
proteasome failed to degrade aggregates (the alternative pathway is that of 
autophagia). Moreover it seems more and more probable that when a protein is 
modified with O-GlcNAc, it is less sensitive to proteasomal degradation [48-
50]. In consequence the two phenomenons should act in synergy since if 
proteins are protected with O-GlcNAc, and if the proteasome is inhibited then 
the degradation rate of proteins will be greatly reduced.  

The enzyme of de-ubiquitinylation, ubiquitin carboxyl hydrolase-L1 
(UCH-L1) is also modified with O-GlcNAc in the synaptosome [38]. We can 
extend the protective role of O-GlcNAc on proteins against proteasomal 
degradation since a defect in the dynamism of O-GlcNAc on UCH-L1 could be 
an other argument for the resistance of aggregates against degradation. In this 
field, it will be very interesting to look at the existence of such a modification 
on parkin, an E3 ligase that catalyses addition of ubiquitin to specific 
substrates targeted to UPS and found in Parkinson’s disease. Moreover, in 
addition of ubiquitinated substrates found in inclusion, chaperones proteins and 
proteasome components are also part of these inclusions, and this reinforces 
the problem of dysregulation of UPS in neuronal disorders.  

 
Glucose metabolism and neural function 
 Glucose controls many cellular processes, from neurotransmitter synthesis 
to ATP production. Glucose metabolism, and consequently energy, is changed 
in aging brain both in the insulin and in the acetylcholine signal transduction. 



O-GlcNAc and diseases  387 

Cumulative evidences suggest that during aging and AD, brain actively adapts its 
glucose metabolism. Glucose is preserved for anabolism and then the oxidative 
utilisation of ketone bodies is enhanced [51]. It is suggested that in AD, brain 
may not follow a suicide but a rescue program. Changes in glucose brain levels 
have been shown in numerous neurodegenerative diseases and then may be 
involved in pathological processes [52]. Thus, brain is likely to be susceptible to 
lowered glucose metabolism for its O-GlcNAc glycosylation processes. 

Interestingly, diabetic neuropathies are a complication of diabetes mellitus 
and have been linked to poor glycemic control. Diabetes mellitus that is 
characterized by a deficiency of glucose uptake and utilisation doubles the 
likelihood of developing AD [53]. It is well-known that in AD brain, glucose 
uptake and metabolism are impaired and it seems that this failure could be a 
cause of neurodegeneration. Experiments performed on non-humans primates 
have clearly demonstrated that a decrease in cerebral glucose consummation 
correlated with an impairment in memory [54]. Nevertheless, while it appears 
clear that O-GlcNAc in AD is deficient, this impairment is not understood. To 
tentatively respond in part to this question, cytosolic proteins O-GlcNAc level 
of 19 AD brains and of 15 controls was determined in function of post-mortem 
delay [55]. Non-linear regression of the analysed results have shown that in 
AD brain, O-GlcNAc was 22% lower than in control, indicating the 
compromised O-GlcNAc glycosylation in such disease.  
 

Cancers and O-GlcNAc  
 Cancers are characterised by an uncontrolled cell proliferation. Among the 
described O-GlcNAc-proteins many are implicated in cancerisation processes. 
These proteins could be either oncogenes like c-Myc [56] and v-erb-A [57] or 
tumours suppressors like p53 [58] and HIC1 [59]. We must add that numerous 
factors implicated in transcriptional processes are themselves O-GlcNAc-
modified (see below). In this field it is important to remember that cancer 
progress can result from the mutation of oncogenes or tumours suppressors, 
and by aberrant transcription of cancer-specific genes.  
 

Regulation of transcriptional activity by O-GlcNAc house 
keeping 
 The role of O-GlcNAc in transcriptional processes has been described for 
some transcription factors and especially for the house keeping transcription 
factor Sp1 [48, 60, 61]. O-GlcNAc could have different functional consequences 
regarding transcriptional activity. 
 
Sensitivity to proteasomal degradation 
 A relationship between O-GlcNAc glycosylation and the sensitivity to 
proteasomal degradation has been reported. Sp1 has been shown to be 
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hyperglycosylated when cells were treated with glucosamine, whereas under 
glucose starvation hypoglycosylation occurred [48]. Correlating with this 
hypoglycosylated state, Sp1 was rapidly proteolytically degraded by 
proteasome and this degradation could be prevented by glucose or glucosamine 
treatment through the hexosamine biosynthetic pathway [48]. Another example 
is the murine beta estrogen receptor where the glycosylation occurs on Ser 16, 
a known phosphorylation site located near a PEST sequence [49]. This argues 
for a function of O-GlcNAc in the stability of the beta estrogen receptor. 
 
Protein interactions modulation 
 O-GlcNAc could play a critical function in the regulation of protein-
protein interactions. A single O-GlcNAc residue is present in the glutamine-
rich transactivation domain of Sp1 (B-c) [61] and this modification is a major 
determinant for hydrophobic interactions between Sp1 and two partners:       
the TATA-binding-protein-associated factor (TAF110) and holo-Sp1 since    
O-GlcNAc inhibits proteins interactions.  Recently it has been shown that the 
cyclic AMP-responsive element-binding protein, CREB, is O-GlcNAc 
glycosylated at two sites within the Q2 domain and that O-GlcNAc disrupts the 
interaction between CREB and TAFII [8] thereby inhibiting the transcriptional 
activity of CREB. A few years ago, a direct link between O-GlcNAc and 
transcriptional repression has been deciphered. The authors demonstrated that 
the O-GlcNAc transferase (OGT) interacts with the corepressor mSin3A and 
that this complex is targeted to promoters where OGT inactivates transcription 
factors and RNA polymerase II by O-GlcNAc modification [10]. This HDAC-
independent mechanism acts in concert with histone deacetylation to repress 
genes transcription.  
 
Regulation of DNA-binding 
 Another function of O-GlcNAc in the regulation of transcriptional activity 
could implicate interactions of transcription factors with DNA. P53 is a tumor 
suppressor containing a carboxy-terminal basic region that plays a role in the 
repression of the DNA-binding activity. It has been shown that O-GlcNAc 
glycosylation of this C-terminal region can abrogate this repression [58]. A 
correlation has also been found between glycosylation of Sp1 and its ability to 
bind DNA. This DNA-binding could be enhanced by palmitate, via the 
activation of the hexosamine pathway by increasing the expression of GFAT 
that results in elevated UDP-GlcNAc. Conversely, this DNA-binding activity 
is abrogated when Sp1 is deglycosylated by enzymatic treatment [62]. 
Experiments on the implication of O-GlcNAc on the DNA binding of HIC1 
(Hypermethylated in cancer1) have been investigated [59]. O-GlcNAc 
modification of HIC1 proteins occurred preferentially in the DNA-binding 
domain. Non-glycosylated and glycosylated forms of full-length HIC1 proteins 
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displayed the same specific DNA-binding activity proving that the O-GlcNAc 
modification was not directly implicated in the specific DNA recognition of 
HIC1. N-terminal truncated forms proteins exhibited a strikingly differential 
activity, as the glycosylated truncated forms are unable to bind DNA whereas 
the unglycosylated ones do. Interestingly, these short proteins are O-GlcNAc 
modified in their C-terminal tail but not in the DNA-binding domain, as for the 
full-length proteins. 
 
Control of the cell cycle by O-GlcNAc 
 As mentioned above, one of the fundamental mechanisms of cancer 
progression is uncontrolled cell proliferation. This anarchic proliferation is 
usually the result of dysfunctions occurring in the cell cycle (for review see 
[63]). Numerous studies tend to demonstrate that O-GlcNAc is intimately linked 
to cell cycle regulation. It has been observed that changes in O-GlcNAc levels 
occurred when T-lymphocytes were activated with mitogens. Using HT29 cells 
(human colon cells) it has been shown that when microtubules were destabilized 
an increase in O-GlcNAc on cytokeratins occurred [64]. Micro-injection of 
galactosyltransferase (an enzyme that cap O-GlcNAc residues) inhibits Xenopus 
oocytes M-phase entry, and block S to M phase transition [65]. On the same 
model, it has been shown that the G2 to M phase transition was accompanied 
with an enhanced O-GlcNAc glycosylation [66]. Taken together, these points 
strongly support a regulation of cell cycle by O-GlcNAc. 
 Importantly, when PUGNAc was used to inhibit O-GlcNAcase on 
cultured-cells, cells progressed through the cell cycle more slowly than 
untreated cells [67]. This delay was more pronounced during the S-phase 
progression and at the G2/M boundary, corroborating the previously described 
study on Xenopus oocyte maturation [66]. By contrast the inhibition of GFAT 
with DON (6-diazo-5oxo-norleucine), on the one hand decreased O-GlcNAc 
levels and on the other hand quickened S-phase and G2/M progression. In 
return GFAT inhibition delayed G1 progression in comparison with controls or 
PUGNAc treated cells. Indubitably these last data demonstrate that O-GlcNAc 
dynamism is a key-mechanism in the cell cycle progression. It is suggested 
that active actors in the regulation of cell cycle are O-GlcNAc modified and 
that glycosylation (perhaps in competition with phosphorylation) could act as a 
switch ON/OFF in the activity of them.   
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Résumé  
 
La O-N-acétylglucosaminylation, ou O-GlcNAc, est une modification post-traductionnelle dynamique et 

réversible de nombreuses protéines nucléo-cytoplasmiques. Cette glycosylation, souvent comparée à la 
phosphorylation avec laquelle elle peut d’ailleurs entrer en compétition, semble prendre part à la régulation de 
nombreux processus biologiques parmi lesquels le cycle cellulaire et l’embryogenèse. 

Le cycle cellulaire est le processus par lequel une cellule-mère se divise pour former deux cellules-filles 
génétiquement identiques entre elles. De nombreux acteurs moléculaires contrôlent l’entrée et la progression des 
cellules dans les quatre phases du cycle (G1, S, G2, M) et sa dérégulation participe activement aux processus de 
cancérisation. Dans un premier temps, nos travaux ont porté sur l’étude de la O-GlcNAc dans le contrôle de la reprise 
méiotique de l’ovocyte de Xenopus laevis, un processus analogue à la transition G2/M du cycle cellulaire. Cette 
transition G2/M est caractérisée par l’activation simultanée du MPF, pour « M-phase promoting factor », facteur 
universel d’entrée en phase M, de la voie MAPK p39mos/MEK/erk2 mais aussi par une augmentation du niveau 
global de O-GlcNAc intra-ovocytaire. 
Nous avons démontré que cette augmentation du niveau de O-GlcNAc était primordiale pour la reprise méiotique 
ovocytaire puisque l’inhibition de l’OGT, l’enzyme catalysant le transfert du résidu de GlcNAc sur la protéine, 
empêche la transition G2/M de l’ovocyte alors que sa surexpression potentialise ce phénomène. Nous avons également 
identifié 24 protéines dont le niveau de O-GlcNAc augmente au cours de la reprise méiotique et appartenant à des 
classes fonctionnelles différentes dont des protéines du cytosquelette (la bêta-actine et l’alpha-tubuline), la kinase erk2, 
la phosphatase PP2A, plusieurs enzymes de la glycolyse et encore certaines protéines ribosomales. 
Dans un second temps, nous avons entrepris l’étude des variations des niveaux de O-GlcNAc, d’OGT et d’UDP-
GlcNAc (le nucléotide-sucre donneur pour l’addition de O-GlcNAc) au cours de l’ovogenèse et de l’embryogenèse 
précoce chez Xenopus laevis. Nos résultats montrent que la dynamique de la O-GlcNAc est complexe tout au long de 
l’ovogenèse et de l’embryogenèse. Notamment, nous avons observé une diminution drastique et transitoire de la O-
GlcNAc dès le début de la gastrulation suggérant une implication de la glycosylation dans les phénomènes de 
migration cellulaire caractéristiques de cette étape du développement qui permet la mise en place des trois feuillets 
embryonnaires à l’origine de tous les tissus de l’adulte. Au regard de ces résultats nous proposons que les processus de 
reprise méiotique mais également d’ovogenèse et d’embryogenèse sont en partie orchestrés par la O-GlcNAc. 
 
Mots-clefs : cycle cellulaire, O-GlcNAc, OGT, embryogenèse, ovocyte, Xenopus laevis, méiose, transition G2/M, 
gastrulation, MPF, erk2. 
 
Summary 
 

O-linked-N-acetylglucosaminylation or O-GlcNAc is a dynamic and reversible post-translational modification 
of numerous nucleo-cytoplasmic proteins. This glycosylation, often compared to phosphorylation with which it can 
compete, seems to take part in the regulation of many cellular processes among which cell cycle and embryogenesis. 

Cell cycle is the process by which a cell can divide to produce two daughter cells genetically identical. The 
entry and the progress of the cell through the four phases of the cell cycle (G1, S, G2, M) is controlled by numerous 
factors and its deregulation is one of the major cause of cancer. First, our works have focused on the study of O-
GlcNAc implication in the control of Xenopus laevis oocyte meiotic resumption, a process analogous to the G2/M 
transition of the cell cycle. This G2/M transition is characterized by the simultaneous activation of the MPF (M-phase 
Promoting Factor), the universal regulator of the M-Phase entry and of the MAPK pathway p39mos/MEK/erk2 but 
also by a sudden increase in the oocyte O-GlcNAc content. 
We have demonstrated that this O-GlcNAc increase was essential for meiotic resumption since the inhibition of OGT, 
the enzyme that catalyses the transfer of the O-GlcNAc moiety to the target proteins, prevents the oocyte G2/M 
transition whereas overexpression of the enzyme potentiates this process. We have also identified 24 functionally 
different proteins that O-GlcNAc modification increases during meiotic resumption among which cytoskeletal proteins 
(beta-actin and apha-tubulin), the kinase erk2, the phosphatase PP2A, several glycolysis enzymes and some ribosomal 
proteins.  

Second, we have undertaken the study of O-GlcNAc, OGT and UDP-GlcNAc (the sugar-nucleotide for the O-
GlcNAc modification) variations during the oogenesis and the early development of Xenopus laevis. Our results show 
that the O-GlcNAc dynamism is intricate from the Xenopus oogenesis to embryogenesis. In particular, we observed a 
drastic and transitory O-GlcNAc decrease at the onset of gastrulation, suggesting a role for O-GlcNAc in the 
regulation of cell migration. This migration is characteristic of this stage of development since it permits the 
generation of the three germ layers, precursors of the whole adult tissues. From the point of view of these results, we 
suggest that meiotic resumption, oogenesis and embryogenesis are in part orchestrated by O-GlcNAc. 

 
Key-words : cell cycle, O-GlcNAc, OGT, embryogenesis, oocyte, Xenopus laevis, meiosis, G2/M transition, 
gastrulation, MPF, erk2. 
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