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RÉSUMÉ 
Titre : Rôle de gazotransmetteurs au cours de la reprise de méiose et du développement 

précoce. 

Les gazotransmetteurs sont impliqués comme seconds messagers dans de nombreux processus tels que 

l’inflammation, le cycle cellulaire ou la vasodilatation. La présence des enzymes responsables du 

métabolisme des gazotransmetteurs au niveau des organes de la reproduction humaine a ouvert la voie 

à de nouvelles études portant sur leur importance dans l’ensemble des processus impliqués dans la 

formation d’un organisme vivant. L’objectif de cette thèse a été d’étudier l’effet de deux 

gazotransmetteurs, l’hydrogène sulfuré (H2S) et le monoxyde d’azote (NO) sur la reprise de méiose, les 

effecteurs du cycle cellulaire et le développement précoce, en utilisant les propriétés et les avantages 

d’un modèle amphibien, le xénope. 

Une précédente étude de notre équipe a démontré qu'un donneur de NO, le SNAP (S-nitroso-N-acetyl 

penicillamine), permettait la reprise de méiose en levant le second blocage physiologique en métaphase 

II de l’ovocyte de Xenopus (Jeseta et al. 2012).  Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes 

intéressés plus précisément aux effets du NO sur les étapes plus précoces de la méiose (entre les blocages 

en prophase I et en métaphase II) de l’ovocyte de xénope (mécanismes moléculaires de régulation du 

cycle cellulaire et morphogenèse du fuseau). L’ensemble de cette étude avait pour but d’apporter des 

données supplémentaires concernant les mécanismes impliquant le NO dans la méiose des vertébrés. 

Nous avons pu démontrer, dans un premier temps, que le SNAP entrainait une inhibition de l’apparition 

de la tache de maturation, témoin de la reprise de méiose, par une diminution du pH du milieu de culture. 

L’utilisation du NAP, N-acétyl-D, L-pénicillamine disulfure, un produit de dégradation du SNAP ayant 

les mêmes caractéristiques moléculaires, mais ne libérant pas de NO, a mis en évidence une altération 

de la morphogenèse du fuseau de méiose dépendante de la libération de NO. Parallèlement, l’étude 

biochimique en cellule unique a permis de démontrer que les voies de signalisation, à savoir la cascade 

des MAPK et l’activation du MPF impliquées dans la reprise de méiose, étaient perturbées. 

La maturation est un processus indispensable à la préparation de l’ovocyte à la fécondation. Ce 

phénomène est important afin de préparer, in vitro, les ovocytes à la fécondation dans le cadre de 

biotechnologies reproductives. Dans le cadre d'une comparaison avec d’autres modèle méiotique où le 

H2S entraine des effets positifs sur la reprise méiose, nous nous sommes fixés comme objectifs d’étudier 

plus précisément les effets de ce gazotransmetteur sur les voies de signalisation impliquées dans la levée 

du blocage des ovocytes en prophase I, ainsi que ses effets sur la fécondation et le développement 

précoce des embryons de xénope.  Deux mécanismes particuliers ont été mis en évidence : (1) une action 

d’inhibition de la reprise de méiose dépendante de la production de ROS ainsi (2) qu’une action sur l’un 

des acteurs majeurs de la boucle d’auto-amplification du MPF : Cdc25. Une étude approfondie de ces 

composés (MPF et Cdc25) a permis de définir que l’action du H2S sur la boucle d’auto-amplification 

portait principalement sur la phosphatase. En effet, le MPF n’est ni dissocié, ni inactivé en présence de 

NaHS (donneur de H2S), quelle que soit la concentration utilisée. Dans un second temps, nous avons 

démontré que le NaHS entraine une diminution du pourcentage de fécondation des ovocytes de xénope. 

De même, il entraine un retard du développement précoce de l’embryogenèse. 

Nous avons ainsi pu démontrer des effets inhibiteurs de la reprise de méiose et du développement de 

deux gazotransmetteurs dans le modèle de l’ovocyte de xénope. De même, nous avons mis en évidence 

des cibles potentielles parmi les acteurs moléculaires. De façon surprenante, une étude de nos 

collaborateurs tchèques a démontré des effets inverses de l’hydrogène sulfuré sur la reprise de méiose 

de l’ovocyte de porc, effets relayés par une modulation des voies MPF et MAPK.  
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SUMMARY  
Title: Study of gazotransmitters role in the meiosis resumption and early development of 

Xenopus laevis. 

Gazotransmitters are involved as second messenger in many processes like response to the 

inflammation, cell cycle regulation or vasodilatation. The presence of the enzymes of gazotransmitters 

metabolism in the organs of human reproduction (testis, ovary, womb) has opened the way for new 

studies on the importance of gazotransmitters in oogenesis, fertilization and development. The aim of 

this thesis was to take benefit from the advantages of xenopus oocytes to assess the effects of two 

gazotransmitters:  hydrogen sulfide (H2S) and nitric oxide (NO) on the resumption of meiosis, regulation 

of cell cycle effectors and early development (segmentation). 

Because, previous studies from our team have showed that SNAP (S-nitroso-N-acetyl penicillamine), a 

NO donor, was able to allow meiosis resumption of metaphase to anaphase stage of xenopus oocytes 

(Jeseta et al. 2012), we focused our study on the effects of NO on the prophase-metaphase resumption 

in xenopus oocytes, concentrating on the molecular mechanisms and spindle morphogenesis. Thus, we 

aim at providing additional data to the mechanisms involving NO in meiosis of the vertebrates.  

Either triggered by hormonal stimulation (progesterone) or by mature oocyte cytoplasm injection, M-

phase entry was delayed by NO-donor SNAP: occurrence of white spot was delayed and spindle 

organization was disturbed. These phenomena did not seem NO sensitive. Effects on meiosis kinetics, 

and more precisely on the white spot appearance, were more likely to be attributed to pH changes than 

to NO release. The use of the NAP (N-acetyl- D, L -penicillamine disulfide) a SNAP degradation 

product with the same molecular characteristics, but any NO release, showed a NO-dependent alteration 

of the spindle morphogenesis. Together, these observations suggest that the NO would more specifically 

affect cytoskeletal proteins. Biochemical study in single cell has shown that signaling pathways, i.e. the 

cascade of MAPK and activation of MPF, involved in the resumption of meiosis were disrupted. A 

biochemical heterogeneity within oocytes population of the same experiment assumed that each oocytes 

responds in an independent way to SNAP. 

Maturation is an essential process to prepare oocytes for fertilization. This phenomenon is important to 

prepare, in vitro, oocytes for reproductive biotechnology. Because of the lack of experimental 

knowledge, and to compare xenopus to porcine oocytes, in which H2S have positive effects on meiosis 

resumption, maturation and fertilization, we studied more precisely the effects of this gazotransmitter 

on signaling pathways involved in the meiosis resumption of oocytes in prophase I stage, and its effects 

on fertilization and early development of xenopus embryos. Two mechanism have been highlighted:  (1) 

a ROS-dependent inhibitory effects on meiotic resumption, as well as (2) an action on one of the major 

player in the auto-amplification loop of MPF: Cdc25c. A dose dependent inhibition of protein synthesis 

was also observed for the first time. No effect was observed on MPF: there was no dissociation or 

inhibition of its kinase activity. Then, we demonstrated that NaHS results in a decrease in the percentage 

of fertilization rate. Similarly, it caused a dose dependent delay on the early stages of embryogenesis. 

We were able to demonstrate the inhibitory effects of the meiosis resumption and of the development 

by two gazotransmediators in the model of xenopus oocyte. Similarly, we have identified potential 

targets from molecular actors. Surprisingly, a study from our Czech colleagues showed the opposite 

effect of hydrogen sulfide on the resumption of meiosis in pig oocyte. This effect was mediated through 

modulation of the MAPK and MPF pathways in particular. 
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L'hydrogène sulfuré (H2S) et le monoxyde d'azote (NO) sont deux gazotransmetteurs dont les 

enzymes régulant le métabolisme sont détectées dans de nombreux tissus, dont les organes de 

reproduction (NO REF ; H2S REF).  Plusieurs études, sur des modèles invertébrés (Mohri et 

al., 2008; Leckie et al., 2003; Kuo et al., 2000) et vertébrés (Jeseta et al., 2012; Hyslop et al., 

2001; Petr et al., 2005), ont été menées quant au rôle du NO dans la levée du blocage en 

métaphase. Si la potentialité du NO à lever ce blocage en métaphase II a été étudiée dans les 

ovocytes de Xénope, révélant qu'un donneur de NO est capable d'induire une parthénogenèse 

atypique (Jeseta et al., 2012), le rôle du NO au cours de la reprise de la méiose n'a pas été 

exploré. Si les enzymes régulant le métabolisme de H2S sont détectés dans les testicules (Oi et 

al., 2001), peu de données sont disponibles quant au rôle de H2S au cours de la méiose et des 

étapes précoces du développement. Néanmoins, un rôle potentiel pour H2S au cours de la 

méiose a été relevé dans les souris ko. pour CBS (Liang et al., 2007). Cependant à ce jour peu 

de données existent sur l’implication des gazotransmetteurs au niveau des gamètes. 

 

L'ovocyte de Xénope offre un contexte expérimental de synchronisation physiologique en 

G2/M (reprise de méiose) ou en métaphase/anaphase (fécondation, parthénogenèse).  En outre, 

la réponse à l'endommagement de l'ADN n’est pas active ce modèle et nous permet de 

déterminer les effets directs des gazotransmetteurs sur les effecteurs du cycle cellulaire, en 

excluant tout effet génotoxique. Le but  de cette étude étant d’apportés des données 

supplémentaires aux mécanismes liant gazotransmetteurs et gamètes.  

 

L'objectif de ce travail de thèse a été de déterminer les rôles du NO et de H2S au cours de la 

méiose ovocytaire et du développement précoce, de circonscrire les mécanismes ciblés par ces 

gazotransmetteurs. 

- La première étape a été de déterminer les mécanismes d'action du NO sur la reprise de 

méiose : afin d’étudier ces mécanismes, des ovocytes ont été maturé en présence d’un 

donneur de NO, le SNAP (s-Nitroso-n-Acetyl Penicillamine), à différentes 

concentrations. Différents paramètres ont été étudiés et analysés : rupture de l'enveloppe 

nucléaire, morphogenèse du fuseau méiotique, activations des voies MAPK et MPF.  

- La deuxième étape s'est focalisée sur les effets de H2S sur l'entrée en phase M, la 

transition métaphase-anaphase et le développement précoce. Dans ce cadre, le donneur 

de H2S NaHS, a été utilisé. Les analyses biochimiques et morphologiques ont permis de 

tester plusieurs niveaux d'action : mécanismes AMPc-dépendants, mécanismes ROS 

(Reactive Oxygen Species)- dépendants et boucle d'auto-amplification du MPF. 
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- Puisque le monoxyde d’azote est connu pour inhiber l’activité phosphatase de Cdc25 

(Majumdar et al., 2012) et que nos résultats ont souligné la sensibilité de la boucle 

d'auto-amplification du MPF au H2S, les effets de l’hydrogène sulfuré sur l’activité 

Cdc25 ont été étudiés. Pour cela une Cdc25C humaine purifiée a été incubée en présence 

de NaHS et son activité a été mesurée. La S-sulfhydration altérant plusieurs protéines 

dont les phosphatases (Protein Tyrosine Phosphatases, PTP) l’action du H2S sur d’autres 

phosphatases a été envisagée.  

- Le NaHS a été utilisé dans le cadre de fécondation afin de déterminer si le H2S pouvait 

altérer le développement précoce des ovocytes de xénope.   

- Enfin, le NaHS a été utilisé sur des lignées de cancer du sein, afin d'évaluer les effets 

d'une variation de H2S et de déterminer si les résultats obtenus avec le modèle amphibien 

étaient analogues aux résultats obtenus avec des lignées cellulaires de cancer du sein. 

 

Notre étude a été réalisée en collaboration avec les Dr Jan Nevoral et le Pr Marketa Sedmikova, 

du Département des Sciences Vétérinaires de l'Université des Sciences de la Vie de Prague, où 

des expérimentations sur le modèle ovocyte de porc ont été réalisées en parallèle. 
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Partie I : Le cycle cellulaire  

1.1. Les différentes phases du cycle cellulaire 

La division cellulaire est une caractéristique fondamentale de tout organisme vivant. La 

majorité des cellules différenciées sont dans un état latent et ne se divisent pas. Elles sont 

considérées dans un état de quiescence (phase G0 ou Gap 0). Après stimulation, ces cellules 

peuvent reprendre leur division et entrer de nouveau dans un cycle cellulaire à l’issue duquel 

deux cellules filles génétiquement identiques seront formées.  

Le cycle cellulaire peut être découpé en deux phases principales : l’interphase et la division 

cellulaire. L’interphase, durant laquelle la division cellulaire est préparée, regroupe une phase 

de réplication de l’ADN par un mécanisme semi-conservatif (phase de synthèse ou phase S) et 

deux phases de croissance et de synthèse protéique (phase G1 ou G2) (Figure 1). La division 

cellulaire correspond à la ségrégation des chromosomes dans deux cellules filles (phase de 

mitose ou phase M). La mitose se découpe elle-même en différentes phases : la prophase, la 

métaphase, l’anaphase et la télophase qui seront décrites plus en détail par la suite. La durée du 

cycle cellulaire varie en fonction de l’espèce et du type cellulaire. Une cellule humaine en 

culture se divise en environ 24h tandis qu’une levure bourgeonnante se sépare au bout de 90 

minutes. 

 

Figure 1 : Représentation schématique du cycle cellulaire.  

 

1.2. Les points de contrôle du cycle cellulaire 

Afin d’assurer la formation de cellules filles viables et fonctionnelles, le cycle cellulaire est 

régulé par le franchissement de différents points de contrôle ou « check point », notamment lors 

des transitions G1/S, G2/M et métaphase-anaphase. Ils permettent la surveillance d’aspects 



27 
 

fondamentaux comme l’achèvement total de la réplication avant l’entrée en mitose (Replication 

Checkpoint) ou encore le bon positionnement de tous les chromosomes sur la plaque 

métaphasique avant la séparation des chromatides sœurs (Spindle Assembly Checkpoint). Au 

cours du cycle cellulaire, l'intégrité de l'ADN est vérifiée par la machinerie moléculaire du DNA 

Damage Response (DDR). Si des anomalies sont détectées, et ne peuvent être réparées, la 

cellule s’orientera vers un processus de mort cellulaire.  

 

 

Figure 2 : Principaux points de contrôle du cycle cellulaire. 

L’étude du cycle cellulaire a fait l’objet de travaux récompensés par un prix Nobel en 2001 

(Leland Hartwell, Sir Tim Hunt et Sir Paul M. Nurse). Le contrôle du cycle cellulaire est réalisé 

principalement via les activités de complexes Cdk/Cycline qui le régulent, mais sont elles-

mêmes régulées. Il en existe plusieurs ; elles interviennent tout au long du cycle dans un ordre 

déterminé (Figure 2). La succession normale des différentes phases ne peut avoir lieu que si les 

différentes Cdk (Cycline Dependant Kinase) intervenant au cours des différentes phases sont 

présentes et actives aux moments opportuns. La régulation des Cdk/Cycline se fait (i) par une 

alternance synthèse/dégradation de la cycline, les sous-unités régulatrices du complexe, (ii) 

l’interaction entre les Cdk et les CKI (Cdk Inhibitor) et (iii) des mécanismes de modifications 

post-traductionnelles (phosphorylations / déphosphorylations des Cdk, ubiquitinylation des 

cyclines, par exemple). 

 

1.3. L’interphase  

L’interphase couvre, en général,  90% de la durée totale du cycle. Des exceptions existent : les 

cellules souches et les cellules embryonnaires qui subissent des divisions successives durant 

lesquelles l’interphase est réduite. C’est durant cette phase que la plupart des constituants 

cellulaires sont synthétisés de façon continue. Seule la synthèse d’ADN échappe à cette règle, 

car elle a lieu exclusivement durant la phase S de l’interphase. Les deux brins d’ADN sont 

dupliqués, assurant la formation de deux chromatides identiques par chromosome.  

Contrôle du 
fuseau

Contrôle de 
L’ADN

Contrôle de 
la réplication

Cdk4

Cycline D

Cdk6

Cycline D

Cdk2

Cycline E

Cdk1

Cycline A

Cdk1

Cycline B
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Les cellules somatiques se divisent, croissent et conservent leur taille finale, au contraire des 

cellules embryonnaires précoces qui, elles, subissent des divisions rapides aboutissant à la 

formation de cellules de taille décroissante (blastomères). La création de cellules de même taille 

nécessite une synthèse protéique. La phase S est alors encadrée de deux phases G de croissance 

ou de préparation à la mitose.  

 

1.4. La Mitose 

La mitose, phénomène court d’une heure en moyenne, a, pour finalité, de diviser chaque cellule 

diploïde en deux cellules filles dont le matériel génétique sera strictement identique à celui de 

la cellule mère.  

Figure 3 : Schéma de la mitose et de l’interphase (adapté depuis site de l’université d’Angers) La mitose se compose 

de cinq différentes étapes : (1) la prophase, (2) la pro-métaphase, (3) la métaphase, (4) l’anaphase et  (5) la télophase. 

Durant l’ensemble de ce phénomène, la cellule voit ses chromosomes se condenser et s’aligner sur la plaque métaphasique 

avant que les chromatides sœurs ne soient séparées et permettent de composer deux nouveaux nuclei. La cellule mère se 

divise alors pour former deux nouvelles cellules filles qui verront leur ADN être répliqué avant la prochaine mitose.   

 

Le comportement des chromosomes durant la mitose permet de définir, a minima, quatre étapes 

essentielles (Figure 3) : 

 La prophase : les chromosomes à deux chromatides sœurs apparaissent suite à la 

condensation de la chromatine. On observe aussi une désagrégation de la membrane 

nucléaire. Le fuseau de division, constitué par des microtubules polaires, s’assemble à 

partir du centre organisateur (les centrioles) par polymérisation de tubulines. 

 La pro-métaphase : l’enveloppe nucléaire disparait.  

 La métaphase : es chromosomes s’alignent à l’équateur de la cellule pour former la 

plaque équatoriale.  

 L’anaphase : les chromatides sœurs se séparent et migrent vers les pôles.  
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 La télophase : les chromosomes se décondensent et l’enveloppe nucléaire se reforme. 

Le nucléole réapparait tandis que le fuseau de division disparait. La division du 

cytoplasme (ou cytodiérèse ou cytocinèse ou plasmodiérèse) aboutit à 

l’individualisation de deux cellules filles génétiquement identiques à la cellule mère. 

 

1.5. La méiose 

 La méiose, qui se produit dans les cellules germinales, est constituée de deux divisions 

successives qui permettent de passer de 4n chromosomes à 2n chromosomes: (1) une division 

réductionnelle durant laquelle les chromosomes homologues se répartissent dans deux cellules 

distinctes, et (2) une division équationnelle qui donnera deux cellules filles à n chromosomes à 

une chromatide, ce qui correspond, par exemple, au noyau gamétique (Figure 4). Ces deux 

divisions se succèdent sans interphase, ni réplication de l’ADN. Celle-ci va permettre la 

production des gamètes, cellules reproductrices haploïdes arrivées à maturité, capables de 

fusionner avec un autre gamète du type complémentaire, afin de former un zygote diploïde.   

 

Figure 4 : Schéma de la méiose. Les chromosomes rouges représentent les chromosomes d’origine maternelle, les 

chromosomes bleus ceux d’origine paternelle. Lors de la division, les chromosomes forment parfois des chiasmas, 

enjambement de chromatides paternelles et maternelles. À ce niveau ont parfois lieu des crossings over, échanges de portions 

de chromatides. La méiose se compose ensuite de deux divisions successives sans duplication de l’ADN, l’une réductionnelle, 

l’autre équationnelle, donnant lieu à la formation des gamètes. 
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Partie II : L’ovocyte de xénope, un modèle d’étude du cycle cellulaire  

2.1. Le xénope 

L’espèce Xenopus laevis appartient à la famille des pipidés. Elle se classe parmi les batraciens 

Anoures. Surnommée « crapaud à griffes », cette espèce vit en Afrique du Sud. Elle est 

exclusivement aquatique dans le sens où elle y nait, y vit, s’y nourrit et s’y reproduit. Les 

xénopes possèdent une ligne latérale comparable aux poissons. Ces animaux ont des pattes 

arrière musculeuses dont les trois doigts portent des griffes cornées. Leur peau est perméable 

aux échanges gazeux et hydriques. Le mode de reproduction est externe : les œufs sont pondus 

sous forme de grappes dans l’eau, puis immédiatement fécondés par le mâle, accouplé à la 

femelle par amplexus. Il existe un dimorphisme sexuel : la femelle xénope, plus grande que le 

mâle, mesure environ 11 cm du rostre au cloaque tandis que le mâle adulte présente des 

callosités rugueuses sur les membres antérieurs (Figure 5). 

Figure 5 : Photographies de Xenopus laevis.  À droite : mâle ; à gauche : femelle. Les femelles sont plus grosses que les 

mâles et ne possèdent pas, entre autres, de palpes reproducteurs 

 

2.2. L’ovocyte de xénope : un modèle de gamète femelle 

Les études réalisées sur le modèle « amphibien » ont largement contribué à élargir la 

compréhension des mécanismes moléculaires de la régulation du cycle cellulaire (Masui & 

Markert 1971; Bodart et al. 2002; Pfeuty et al. 2012; Dunphy et al. 1988; Haccard & Jessus 

2006). L’ovocyte de xénope, est un modèle d’étude de la transition G2/M du cycle cellulaire. 

 

2.2.1. Classification ovocytaire 

Les ovaires contiennent une population hétérogène d’ovocytes en raison de la progression 

asynchrone de l’ovocyte dans l’ovogenèse. Une classification en six stades a été proposée en 
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fonction de la taille et de la pigmentation des cellules (Dumont, 1972) (Figure 6 ; Tableau 1). 

La maturité sexuelle de l’ovaire est obtenue en 3 à 6 mois. Les ovocytes de stades I et II sont 

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

uniformément au niveau du cortex de l’ovocyte. Le stade IV montre une différence entre 

l'hémisphère animal, hémisphère pigmenté, et végétatif incolore. La densité des pigments est à 

corréler avec la polarité de l’ovocyte. Les stades VI sont caractérisés par la présence d’un 

anneau dépigmenté au niveau de la zone équatoriale. Seuls les ovocytes de stades V et VI sont 

compétents pour répondre à une stimulation hormonale induisant la reprise de méiose (Chesnel 

et al., 1992; Schorderet-Slatkine and Drury, 1973). 

Figure 6 : Classification ovocytaire de Dumont (1972). L’ovogenèse est divisée en 6 stades définis essentiellement par la 

taille et la pigmentation de l’ovocyte 

Tableau 1 : Caractéristiques phénotypiques des différents stades ovocytaires. D’après la classification de Dumont (1972) 

2.2.2.  Caractéristiques de l’ovocyte de stade VI 

Les ovocytes de stade VI sont bloqués en Prophase I de première division de méiose. L’ovocyte 

de stade VI se compose de trois zones bien distinctes : un hémisphère animal de couleur marron, 

un hémisphère végétatif de couleur beige claire / et un anneau équatorial blanc. Ces cellules 

géantes (de 1,1 à 1,3 mm de diamètre) et volumineuses (~1 µL) sont dites hétérolécithes.  Ce 

terme désigne les œufs dont le vitellus est réparti de façon inégale et subissant de fait une 

segmentation inégale lors du développement embryonnaire précoce. On observe donc chez ces 

ovocytes deux types de gradients qui polarisent la cellule : un gradient vitellin auquel s’oppose 

un gradient de protéines et d’acides nucléiques qui servent de réserves informatives (Figure 7). 

Stades I II III IV V VI 

Tailles (µM) 50-300 300-450 450-600 600-1000 1000-1100 1100-1300 

Pigmentation 
Clair 

Transparent 

Blanc 

Opaque 

Marron clair 

Homogène 

Concentration des 

pigments noirs au 

niveau de 

l’hémisphère 

animal 

Hémisphère 

animal marron 

Hémisphère 

végétatif clair 

Anneau 

équatorial 

non 

pigmenté 

entre les 

hémisphères 
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Cytoplasme 

Le cytoplasme contient de nombreux ribosomes dont seulement 2% sont impliqués dans la 

traduction. Le reste des ribosomes formera un stock fonctionnel ultérieurement. De même, seuls 

20% des ARNm (Acide RiboNucleique messager) sont traductibles, le reste se trouvant à l’état 

latent. Ces ARNm, organisés en gradient inverse au gradient vitellin, sont nécessaires aux 

premières divisions de segmentation, à la réplication, à la traduction et au contrôle de la destinée 

des cellules. Ce gradient d’ARNm sert de déterminants cytoplasmiques. Les cellules qui 

héritent d’ARNm particuliers s’engageront dans des voies de différenciation spécifiques au 

cours de l’embryogenèse.  

Figure 7 : Représentation schématique d’un ovocyte au stade VI : L’ovocyte présente trois régions bien définies : 

l’hémisphère animal dans lequel se trouve la vésicule germinative (ou noyau) ainsi que des pigments sous-corticaux et un 

hémisphère végétatif séparés par un anneau équatorial. On remarque la présence de deux gradients : un gradient vitellin venant 

s’accumuler dans la partie végétative de l’ovocyte et un gradient cytoplasmique (ARN, mitochondries…) dans le sens inverse. 

L’axe antéro-postérieur de l’embryon est défini de façon très précoce. Le pôle animal formera 

la partie antérieure de l’embryon tandis que le pôle végétatif constituera la partie postérieure de 

l’embryon. On retrouve donc une localisation précise de nombreux ARNm indispensables à la 

différenciation de ces différents axes. On peut citer l’exemple le plus connu, Vg1. L’ARNm 

Vg1 est localisé du côté postérieur, impliqué dans l’induction du mésoderme. (Deshler et al., 

1997).  

Les organites se répartissent eux aussi de manière particulière. Les mitochondries et les granules 

corticaux (vésicules contenant des enzymes, des glycoprotéines et des mucopolysaccharides) 

(ARN, protéines
mitochondries…)
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se répartissent en périphérie, au niveau du cortex. Dans l’hémisphère animal des granules 

pigmentaires contenant de la mélanine sont présents au niveau du cortex, donnant la couleur au 

pôle.  

Noyau ou vésicule germinative : 

La vésicule germinative (VG) est plus volumineuse qu’un noyau de cellule somatique (40 à 50 

fois plus grosse). Elle est visible sous loupe binoculaire et peut être sortie de l’ovocyte 

permettant l’utilisation d’ovocytes énucléés. Elle renferme le nucléoplasme avec les 

chromosomes et le matériel nucléaire. On compte 18 paires de chromosomes, l’ovocyte de 

xénope est donc polyploïde de type allotetraploïde. La polyploïdie du genre xenopus résulterait 

de l'hybridation de deux espèces proches. Cependant, dans ce cas, le croisement fondateur n’est 

pas déterminé. On observe alors plusieurs jeux de chromosomes qui coexistent. On retrouve 

aussi dans cette vésicule germinative 1500 nucléoles renfermant la copie des gènes codant pour 

les ARNr ainsi que de nombreuses protéines stockées pour la maturation finale de l’ovocyte et 

le développement de l’embryon. 

2.2.3. Caractéristiques cellulaires et biochimiques de l’ovocyte de Xénope 

L’ovocyte de xénope présente de nombreuses propriétés cellulaires et biochimiques 

particulièrement adaptées pour l’étude de cycle cellulaire. Ces cellules géantes sont facilement 

manipulables (micro-injection et électrophysiologie). Elles montrent une grande capacité de 

synthèse protéique et contiennent un taux élevé de protéines permettant l’analyse cellule par 

cellule via la technique d’immuno-empreinte (Ferrell and Machleder, 1998; Liu, 2006). La 

population d’ovocytes dans l’ovaire est naturellement synchronisée en prophase I de méiose. 

La reprise du cycle cellulaire peut être induite in vitro par une simple stimulation hormonale 

(progestérone ou insuline). La reprise du cycle cellulaire est aussi obtenue en surexprimant 

certains effecteurs des voies de signalisation impliquées dans la reprise méiotique telles que les 

MEK (MAPK/Erk protein Kinase), composants de la voie MAPK (Mitogen Activated Protein 

Kinase) (Bodart et al., 2002a; Haccard et al., 1993).  
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Partie III : La reprise de méiose des ovocytes de xénope 

La maturation est définie comme l'ensemble des évènements morphologiques, cytologiques, 

biochimiques et ioniques conduisant l’ovocyte de son premier blocage en prophase I à un 

second blocage en métaphase II. Cette maturation permet de préparer l’ovocyte à la fécondation 

et à son activation. Il a été récemment mis en évidence qu'en absence de fécondation, ces 

cellules bloquées en métaphase II subissent une mort cellulaire par apoptose. 

 

3.1. Aspects cytologiques 

3.1.1. Rupture de l’enveloppe nucléaire : GVBD 

L’évènement le plus précoce de la reprise de méiose est la rupture de l’enveloppe nucléaire. 

Dans les premières heures qui suivent la stimulation hormonale, on peut observer la rupture de 

la vésicule germinative qui a lieu à sa base du côté le plus proche de l’hémisphère végétatif 

(Brachet et al., 1970; Huchon et al., 1981). Simultanément se forme, à la base du noyau, un 

réseau de microtubules transitoires (TMA). Le TMA se forme à partir du centre organisateur 

des microtubules ou MTOC. La vésicule migre ensuite en direction du pôle animal de l’ovocyte. 

Au niveau de ce pôle, on observe alors une réorganisation des pigments entrainant l’apparition 

d’une tache de maturation (ou White Spot) (Huchon et al., 1981; Gard, 1992). Cette tache 

blanche est un signe morphologique évident de la reprise de méiose, détectable sous loupe 

binoculaire.  

3.1.2. Morphogenèse du fuseau 

3.1.2.1. Composant clé du fuseau 

Figure 8 : Composants clés du fuseau. Les microtubules sont affichés en gris et composés des microtubules du fuseau 

antiparallèle, des microtubules du kinétochore (Fibre K), et les microtubules astraux qui s'étendent à l'écart des pôles du fuseau. 

Les chromosomes dupliqués sont composés de deux chromatides sœurs fortement liées dans la région du centrosome où chaque 

brin sœur est lié à un kinétochore qui attache les chromosomes aux microtubules. Différentes protéines motrices sont visibles. 

MTOC
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Elles ont pour rôle de déplacer les kinétochores et les bras des chromosomes, et de réguler la dynamique des microtubules aux 

extrémités. L’extrémité (+) se trouve proche des chromosomes alors que l’extrémité (-) est proche des centrosomes. 

Les Microtubules 

Le fuseau est composé majoritairement de microtubules. Ces filaments polarisés sont constitués 

d’hétérodimères d’α/β tubuline. Trente profilaments parallèles s’associent latéralement pour 

former la structure cylindrique creuse caractéristique.  

Ces microtubules présentent deux propriétés fondamentales leur propriété dynamique et leur 

polarité structurale. La première se définit comme étant leur capacité à s’allonger et se 

raccourcir via l’addition ou la perte de dimères de tubuline à leur extrémité (Desai and 

Mitchison, 1997). Les microtubules varient naturellement entre un état de croissance ou de 

rétrécissement, phénomène connu sous le nom d’instabilité dynamique (Mitchison and 

Kirschner, 1984). Cette dynamique est régulée par les MAPs (Microtubule Associated Protein) 

responsables de la stabilité des microtubules. Ces facteurs sont essentiels au cours de la mitose, 

moment où la dynamique des microtubules augmente en comparaison avec l’interphase (Saxton 

et al., 1984). La polarité des microtubules s’explique par l’asymétrie des sous-unités de la 

tubuline, entrainant une dynamique différente des extrémités (+) et (-) des microtubules. Cette 

propriété permet notamment le déplacement des protéines motrices telles que la dynéine ou des 

protéines kinesine-like capables de reconnaitre la polarité des microtubules et de se déplacer, 

elles et leur chargement, sur ceux-ci (Wittmann et al., 2001). Elles transportent notamment les 

chromosomes, les microtubules qui sont triés et organisés au sein de la structure, et d'autres 

complexes de protéines.  

Il est à noter que dans les ovocytes, le MTOC n’est pas constitué de centrosomes (Figure 8). La 

formation du fuseau est alors dite acentriolaire.  

Les chromosomes et les kinétochores 

Longtemps les chromosomes ont été considérés comme des participants inactifs de la formation 

du fuseau. Ce fait était supporté par une étude démontrant que l’on pouvait observer la 

formation du fuseau en absence de chromosomes, ceux-ci ayant été remplacés par des billes de 

chromatine dans des extraits d’œufs de xénope (Heald et al., 1996). Cependant, par la suite, il 

a été démontré que les chromosomes contribuent à la nucléation et la stabilisation des 

microtubules durant l’assemblement du fuseau (Bucciarelli et al., 2003).  

Les chromatides sœurs présentent un kinétochore au niveau du centrosome, à savoir un 

complexe moléculaire permettant l’interaction des microtubules de type fibre-K avec le 

chromosome. Cette interaction est cruciale pour le mouvement des chromosomes et la 

ségrégation. Ils sont aussi impliqués dans la régulation du checkpoint d’assemblement du 

fuseau. Ils contrôlent la liaison des chromosomes au fuseau et bloquent la phase M jusqu’à ce 

que l’ensemble des chromosomes soit correctement fixé, mais aussi correctement aligné et 

orienté (Chan et al., 2005).   
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3.1.2.2. Morphogenèse du fuseau acentriolaire  

 

 

Figure 9 : Morphogenèse du fuseau lors de la reprise méiotique ovocytaire. Adapté de 

http://biologylabs.utah.edu/gard/HTML/Oogenesis/Maturation_body.html. 

De façon simultanée à la GVBD (Germinale Vesicule Breakdown), on observe la formation 

d’un réseau microtubulaire transitoire nommé TMA (Transient Microtubule Array) à partir du 

centre organisateur des microtubules. Ce TMA migre vers le pôle animal en association avec 

les chromosomes et on observe un réarrangement pigmentaire à l’origine de la tache de 

maturation.   

Quatre étapes peuvent être observées durant la formation du fuseau (Gard, 1992) : 

1. Le complexe MTOC-TMA se condense pour former un agrégat microtubulaire 

compact en forme de disque. 

2. La réorganisation de cet agrégat aboutit à la formation d’un fuseau de petite taille 

bipolaire. 

3. Le fuseau s’allonge.  

4. Une rotation du fuseau. En raison de l’absence de centriole et de centrosome 

(Huchon et al., 1981), le fuseau méiotique a un aspect différent du fuseau 

mitotique. On parle d’un aspect en tonnelet. Durant la prométaphase, le fuseau 
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méiotique, d’abord orienté transversalement, pivote et s’oriente 

perpendiculairement à l’axe pôle animal/végétatif puis s’ancre à la membrane 

plasmique de l’ovocyte.  

La seconde division de méiose se bloque ensuite en métaphase II jusque-là fécondation. On 

peut observer le premier globule polaire, témoin de la première division de méiose ainsi qu’un 

fuseau ancré à la membrane au centre de la tâche de maturation.  

3.2. Aspects Biochimiques 

3.2.1. Stimulation de la reprise méiotique 

3.2.1.1. La progestérone et ses récepteurs 

La maturation ovocytaire est induite, in vivo, par un signal hormonal. De nombreuses hormones 

stéroïdes sont capables de déclencher la reprise de méiose, mais l’hormone principale de la 

maturation est la progestérone, produite par les cellules folliculaires. Les gonadotrophines 

synthétisées par l’hypothalamus stimulent la production d’hormone lutéinisante (LH) par 

l’hypophyse ce qui stimule cette synthèse de la progestérone (Fortune et al., 1975).  

Le récepteur qui déclenche la maturation induite par la progestérone n’est pas un récepteur à 

hormone stéroïde conventionnel : il ne réside pas dans le cytoplasme ou le noyau. En effet, de 

la progestérone injectée dans l’ovocyte de Rana pipiens (Masui and Markert, 1971; Smith and 

Ecker, 1971, 1969a) ou de Xenopus laevis (Jacobelli et al., 1974) est incapable d’induire la 

reprise de méiose.  À l’inverse, des billes « coatées » avec de la progestérone (Ishikawa et al., 

1977) ou des polymères synthétiques de hauts poids moléculaires incapables de pénétrer dans 

l’ovocyte (Godeau et al., 1978; Bandyopadhyay et al., 1998; Baulieu et al., 1978) mis en contact 

avec l’extérieur de l’ovocyte induisent la reprise de méiose. Le récepteur à la progestérone est 

donc membranaire et externe.  

Contrairement aux hormones stéroïdes conventionnelles dont les effets passent par une 

régulation de la transcription, la progestérone peut induire la reprise de méiose dans des 

ovocytes énucléés (Schorderet-Slatkine and Drury, 1973). De même, la reprise méiotique 

induite par la progestérone n’est pas affectée par l’actinomycine D, un inhibiteur de la 

transcription. Les effets seraient donc post-transcriptionnels (Masui and Markert, 1971; Smith 

and Ecker, 1969b). 

Le récepteur à la progestérone des ovocytes de xénope est un récepteur à sept domaines 

transmembranaires et est couplé à une protéine G de type G0, G1 ou G2. Les évènements 

biochimiques précoces de la réponse des ovocytes exposés à la progestérone impliquent une 

protéine G couplée à un récepteur causant une inhibition de 50% de l’activité AC (adénylate 

cyclase) (Sadler and Maller, 1981) et une baisse de 20 à 80% de la concentration AMPc 

(Adénosine Monophosphate Cyclique) (Maller et al., 1979).  

Les ovocytes de stades V et VI sont qualifiés de compétents, signifiant qu’ils sont capables de 

reprendre leur méiose suite à une stimulation hormonale (Dumont, 1972). Ce phénomène 

pourrait s’expliquer par la faible concentration en récepteur à la progestérone présente au niveau 

de la membrane des ovocytes de stade inférieur. La densité en récepteurs, traduite par la quantité 

de progestérone radiomarquée se fixant à la membrane, augmenterait fortement aux stades V et 

VI et dépasserait le seuil limite responsable de la reprise de méiose (Liu and Patiño, 1993). 
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Deux familles de récepteurs à la progestérone ont été identifiées et contribueraient à la reprise 

de méiose des ovocytes de xénope : 

 xPR : ces récepteurs à la progestérone ont été identifiés grâce à l’utilisation de criblages 

de séquences communes aux récepteurs humains. La surexpression du récepteur x-PR1 

via la micro-injection d'ARNm augmente la sensibilité des ovocytes à la progestérone 

et accélère la reprise de méiose induite par l'hormone. A l’inverse, suite à la micro-

injection d'oligonucléotides antisens, le nombre d’ovocytes montrant une GVBD est 

drastiquement réduit et celle-ci est retardée. Cette inhibition est supprimée par la micro-

injection de récepteurs purifiés x-PR1 (Tian et al., 2000). Cependant, dans cette étude, 

le récepteur endogène x-PR/x-PR1 est à peine détectable. De plus la liaison de 

l'hormone aux récepteurs de l'ovocyte et le turn-over du récepteur lui-même ne sont pas 

mesurés. Les effets de la surexpression de x-PR/x-PR1 sur la maturation méiotique n’a 

pas l’impact puissant que l’on pourrait attendre du récepteur endogène. Le protocole 

expérimental stipule que la maturation ovocytaire a été effectuée sur des ovocytes âgés 

de plus de 8 jours. Cependant, suite à l’ovariectomie, la capacité à effectuer une reprise 

de méiose des ovocytes décroit avec le temps. De même l’absence de lésions ovocytaires 

visibles phénotypiquement ne signifie pas que ceux-ci sont encore physiquement intact 

(observations personnelles).  Des résultats similaires sont observés pour le second 

récepteur x-PR2. Il est rapporté que ce récepteur semble être majoritairement 

cytoplasmique puisque seuls 5 à 10% des récepteurs xPR s'associent à la membrane 

ovocytaire de façon indépendante d’autres structures membranaires (Bayaa et al., 2000). 

Néanmoins, la surexpression de ces récepteurs pourrait être à l'origine de cette 

localisation (Wang et al., 2014). La possible présence de deux types de récepteurs dans 

l'ovocyte, l'un membranaire, l'autre cytosolique, laisse à supposer l'existence de voies 

différentes pouvant se soustraire l’une à l’autre en fonction des stéroïdes présents et 

l’idée qu’une communication existe entre ces deux récepteurs est évoquée (Maller, 

2003; Jessus and Ozon, 2004). 

 

 xAR : certains travaux ont montré l'existence de récepteurs aux androgènes (AR) au 

niveau membranaire de l'ovocyte de xénope. Ceux-ci seraient capables de lier la 

progestérone avec une forte affinité (Evaul et al., 2007). Des études in vivo indiquent 

que la progestérone serait rapidement convertie en androgène via l’enzyme CYP17 et 

que ces androgènes ainsi formés seraient à l’origine de la maturation ovocytaire. Ce 

phénomène expliquerait le faible taux de progestérone détecté après injection de βhCG 

(Hormone chorionique gonadotrope humaine) contre une concentration en androgène 

jusqu’à dix fois supérieure (Lutz et al., 2001). Lorsque CYP17 est bloqué dans les 

ovocytes, on observe une diminution de la maturation des ovocytes induite par l’hCG 

preuve de l’importance des androgènes dans ce phénomène (White et al., 2005). 

L’inhibition de ces récepteurs n’empêche cependant pas la reprise méiotique bien 

qu’elle diminue, in vivo, le pourcentage de maturation stimulée par les androgènes (Lutz 

et al., 2001; Evaul et al., 2007). À la manière de la progestérone, les androgènes 
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entrainent la reprise de méiose de façon indépendante de la transcription (White et al., 

2005).  

Il est finalement vraisemblable que plusieurs récepteurs soient impliqués dans la reprise de 

méiose de l’ovocyte de xénope. Aux côtés des études qui se heurtent à la difficulté de 

caractérisation du récepteur à la progestérone, une troisième hypothèse, minoritaire étant donné 

les nombreuses évidences de son existence, a vu le jour, selon laquelle le récepteur à la 

progestérone n’existerait pas. Une autre hypothèse indiquerait que l'activation de la maturation 

serait relayée par des caveolae (Buschiazzo et al., 2011). Ces calveolaes sont des radeaux 

lipidiques, présents à la membrane des ovocytes. Dans des lignées de cellules germinales de C. 

elegans ces calveolaes sont essentielles pour la progression méiotique (Scheel et al., 1999). Une 

étude fonctionnelle de la phosphorylation des tyrosines, effectuée sur des ovocytes de Rhinella 

arenarum, un amphibien de la famille des Bufonida, a permis d’émettre l’hypothèse que les 

récepteurs aux hormones seraient localisés hors des radeaux lipidiques en absence de ligands 

et, lorsque la progestérone viendrait se fixer, seraient déplacés dans les caveaolaes (Buschiazzo 

et al., 2011). Cependant de nombreuses choses restent encore à élucider et l’implication des 

caveaolaes reste très hypothétique.  

3.2.1.2. L’insuline et l’IGF1 

Certains facteurs de croissance stimulent la reprise méiotique des ovocytes in vitro. Les 

exemples les plus étudiés sont ceux de l’insuline et l’IGF1 (Insulin Growth Factor 1) dont les 

effets s’exercent selon une cinétique plus lente en comparaison à celle de la progestérone (El-

Etr et al., 1979). Cette différence n’est pas encore totalement élucidée, mais on sait que 

l’insuline et l’IGF1 agissent via un récepteur membranaire : l’IGFR (Insuline Growth Factor 

Receptor), récepteur cloné et étudié dans l’ovocyte de xénope (Hainaut et al., 1991; Janicot et 

al., 1991; Scavo et al., 1991; Groigno et al., 1996). De plus, la défolliculation des ovocytes 

diminuerait le pourcentage de maturation des ovocytes stimulée par l’IGF, semblant indiquer 

la présence de récepteurs dans les cellules folliculaires (Sadler et al., 2010). 

3.2.1.3. Expression hétérologue de récepteurs aux facteurs de croissance 

La reprise méiotique des ovocytes de xénope peut aussi être entrainée lors de la fixation d’autres 

facteurs de croissance sur leurs récepteurs respectifs. Il est à noter que ces récepteurs ne sont 

pas exprimés de manière endogène par l’ovocyte et que leur expression à la surface de la 

membrane de l’ovocyte est possible grâce à la micro-injection d’ARNm spécifiques. Un certain 

nombre de facteurs de croissance a été ainsi étudié : le FGF (Fibroblast Growth Factor) 

(Browaeys-Poly et al., 2000), le hEGFR (Humain Epithelial Growth Factor) (Opresko and 

Wiley, 1990) ou encore le hNGF (Human Nerve Growth Factor) (Nebreda et al., 1991). Ces 

études visent principalement à documenter les mécanismes et les acteurs des voies de 

transduction activées par ces signaux.  

 

Après fixation sur son récepteur, la progestérone entraine une réponse biochimique au sein de 

l’ovocyte. En résumé : la fixation de la progestérone sur son récepteur entraine (I) la baisse de 

l’activité PKA (Protéine Kinase A) permettant (II) une augmentation de la synthèse protéique 

(III) et l’activation du Cdc25 et du MPF (Cdc : Cell Division Cycle). 
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3.2.2. Les principaux acteurs 

La progestérone mobilise deux voies principales : la voie du MPF et la voie MAPK. Ces voies 

ont fait l’objet d’une attention particulière au cours de notre travail sur la reprise de méiose. 

3.2.2.1. Le MPF 

Le MPF a été mis en évidence par des expériences de transfert de cytoplasme (Masui and 

Markert, 1971). Lorsque le cytoplasme d’un ovocyte de Rana pipiens préincubé en présence de 

progestérone est micro-injecté dans un ovocyte immature, on observe une maturation rapide de 

ce dernier. Cette expérience a mis en évidence un facteur cytoplasmique responsable de la 

reprise de méiose, appelé MPF pour Maturation Promoting Factor. Par la suite, d’autres études 

ont mis en évidence l’existence de ce même facteur responsable de l’entrée en mitose (phase 

M) ou en méiose de cellules eucaryotes. Il a alors été rebaptisé  M-phase Promoting Factor.  

Le MPF est constitué d’au moins deux sous-unités. Des études sur la levure ont permis 

l’identification de la première sous-unité, la sous-unité Cdk (Cyclin Dependent Kinase) 

(Gautier et al., 1988). Le gène cdc2 a été cloné et séquencé et code pour une protéine de 34 kDa 

(Hindley and Phear, 1984). Ce gène semble conservé entre les espèces puisque de nombreux 

gènes homologues ont été découverts. L’ensemble de ces protéines présente un poids 

moléculaire d’environ 33/34 kDa ainsi qu’une séquence conservée de 16 acides aminés formant 

un motif « PSTAIR ». Le second composant principal du MPF est une protéine de 45 kDa : la 

cycline B (Gautier et al., 1990). Elles sont au nombre de 4 : les cyclines B1, B2, B4 et B5. Ces 

cyclines B sont nécessaires à l’activité kinase du MPF et sont responsables non seulement de la 

spécificité pour les substrats, mais aussi de la localisation intracellulaire du complexe 

Cdk/Cycline (Booher et al., 1989). Ces cyclines présentent trois domaines essentiels représentés 

dans la figure 10 : 

● La « cycline box » : Région consensus en C-ter constituée d’environ 100 acides aminés 

impliqués dans la liaison Cdk / Cycline 

● La « destruction box » : Séquence en N-ter constituée de 9 résidus requis pour la destruction 

de la protéine à la transition métaphase/anaphase. 

● Le signal de rétention cytoplasmique : permet le maintien de la cycline B dans le cytoplasme 

au cours de la phase G2 (Pines and Hunter, 1994) 

 

Figure 10 : Représentation schématique de la structure des cyclines B. 

 

NH2 COOH

« Destruction box » 

Signal de rétention cytoplasmique (CRS). 

« Cyclin box »
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Le MPF se compose donc de deux sous-unités principales : une catalytique, la protéine kinase 

Cdc2 et une régulatrice, la cycline B. D’autres complexes de ce type ont été découverts ensuite 

donnant naissance à la famille des Cdk (Cyclin dépendent kinases) dont Cdc2 (ou Cdk1), est le 

chef de file. À l’heure actuelle, il existe 9 Cdks et 11 types de cyclines (A-K) intervenants à 

différents moments du cycle.  

3.2.2.2. La cascade des MAPK 

Après fixation du substrat, notamment des facteurs de croissance, les récepteurs membranaires 

présentent une activité enzymatique de phosphorylation de résidus tyrosine kinase. Le premier 

substrat de l’activité tyrosine kinase est le récepteur lui-même et l’apparition de tyrosines 

phosphorylées dans la séquence d’acides aminés du récepteur autorise de nouvelles interactions 

(1) soit directement avec des kinases (2) soit avec des protéines dites « adaptateurs » (Shc, 

Grb2, GEF…). La voie RAS/MAPK constitue, avec la voie PI3K (Phosphatidyl Inositol 3-

Kinase)/AKT, une des voies de transmission du signal les mieux connues aboutissant à la mise 

en place de facteurs de transcription. Dans le cadre de la reprise de méiose, c’est la voie MAPK 

qui nous intéressera particulièrement.  

De façon générale, dans les cellules de mammifères, la superfamille des MAPKinases (Mitogen 

Activated Protein Kinase) est impliquée, dans la survie cellulaire, mais aussi la réponse 

apoptotique. Ces MAPKs jouent un rôle dans la régulation du métabolisme intracellulaire et 

dans l’expression de gènes impliqués dans la croissance, l’apoptose, la réponse au stress et le 

développement de la cellule.  

Figure 11 : Mécanismes de régulation de la voie p38Mos-MEK1-MAPK lors de la reprise méiotique. Au moment de la 

synthèse protéique p39Mos est synthétisée mais instable. Une fois activée elle va phosphoryler MEK1 qui phosphoryle à son 

p39Mos p39Mos

P P P

p39Mos

P

P

S105

S25 S3 S16 S25

p39Mos

Synthèse

protéique

PPase

MEK1 MEK1

P

MEK1

P P

S218 S222

PPase

MAPK MAPK

P

MAPK

P P

T183 Y135

PPase



42 
 

tour MAPK. Se met un alors en place un rétrocontrôle positif permettant la phosphorylation de p39Mos sur différentes sérines 

afin de le stabiliser. Des phosphatases PPases régulent négativement la cascade. De plus, le MPF actif stimule la 

polyadénylation de l’ARNm et phosphoryle son résidu Ser3 afin d’aider à sa stabilisation. (Modifié d’après Beaujois R. 2010) 

La cascade des MAPK, activée par des voies de transduction Ras-dépendantes et indépendantes 

initiées par les récepteurs tyrosines kinases, s’organise en différents niveaux d’activation. 

Chaque kinase, après activation, active une kinase en aval. Les principaux membres de cette 

cascade dans les cellules somatiques sont Ras, Raf, MEK (1 et 2) et Erk (Extracellular Signal-

Regulated Kinase 1 et 2). D’autres protéines interviennent sur cette cascade pour la réguler 

positivement ou négativement. 

Dans l’ovocyte de xénope, la mise en place de la voie MAPK est essentielle à la reprise de 

méiose. D’un point de vue fonctionnel, elle s’apparente à la cascade des MAPK observée dans 

les cellules somatique mais se compose alors de Mos, Mek (MAPKK), Mpk1 (MAPK) et 

aboutit à l’activation de Rsk. L’ensemble des évènements qui vont être détaillés est résumé dans 

la figure 11. 

Mos   

C-mos est le produit du proto-oncogène homologue cellulaire de l’oncogène v-mos du virus 

responsable du sarcome murin de Moloney. Induite de manière ectopique elle entraine la 

transformation des cellules en cellules cancéreuses. C’est une serine/thréonine kinase dont la 

synthèse est spécifique du type cellulaire et restreinte dans le temps. Mos s’exprime, en effet, 

principalement dans les cellules germinales où elle n’agit que durant la maturation. Cependant, 

il est à noter qu’elle est aussi exprimée lors de la différenciation de certains tissus tels que le 

muscle (Pelpel et al., 2000; Lenormand et al., 1997) ainsi que dans certaines tumeurs (Kalejs et 

al., 2006).  

 

La protéine Mos est absente des ovocytes bloqués en prophase I et n’est synthétisée qu’au cours 

de la reprise de méiose (Freeman et al., 1989; Sagata et al., 1988). Elle est alors stockée dans 

les ovocytes matures et est dégradée après la fécondation (Sagata et al., 1988; Watanabe et al., 

1991, 1989).  

Au cours de la reprise méiotique, l’accumulation de Mos est dépendante de : (1) la synthèse et 

la stabilisation de la protéine et (2) la stabilisation des ARNm. L’évènement le plus important 

de la stabilisation de l’ARNm de Mos dans l’ovocyte est sa poly-adénylation. Dans les ovocytes 

en prophase I, l’absence de queue de polyA sur les ARNm Mos empêche leur traduction ; dans 

cet état, les ARNm sont dits dormants. La stimulation par la progestérone active les mécanismes 

de poly-adénylation et donc la traduction de Mos, qui est parmi les premières protéines traduites 

(Gebauer and Richter, 1997; Sheets et al., 1995). Cette poly-adénylation se fait par le biais de 

la protéine CPEB (Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding protein) phosphorylée 

précocement sur la Ser174 par AuroraA / Eg2 (de Moor and Richter, 1997; Hake and Richter, 

1994) permettant le recrutement du CPSF (Clevage and Polyadenylation Specificity Factor) au 

niveau du signal de poly-adénylation (Mendez et al., 2000).  

D’autres travaux suggèrent que l’activation traductionnelle de Mos comprendrait un nouvel 

élément régulateur : le PRE (Polyadenylation Response Element) localisé dans le 3’UTR 

(Untraslated Region ) de l’ARNm (Charlesworth, 2002). Le CPE (Cytoplasmic 
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Polyadenylation Element) et le PRE sont tous deux présents en 3’UTR, se chevauchent, mais 

fonctionnent différemment. La traduction stimulée par la poly-adénylation due au PRE précède 

celle liée au CPE. De plus, le PRE est la cible des MAPK alors que le CPE est stimulé par Cdk1. 

Ces observations expliqueraient l’accumulation en deux étapes de la protéine Mos lors de la 

stimulation à la progestérone (Gotoh et al., 1995). En effet, en présence de progestérone, on 

observe une stimulation précoce et temporaire de l’activation de traduction de Mos par le PRE 

via la voie MAPK indépendamment de CPEB. Puis, avant la GVBD, l’activation de Cdk1 et la 

régulation par Aurora 1/Eg2 CPEB permettent une nouvelle accumulation de Mos. Il est à noter 

que la synthèse de Mos stimulée par PRE n’est pas suffisante pour déclencher la reprise de 

méiose. Les séquences PRE et CPE pourraient fonctionner séquentiellement pour déclencher et 

maintenir l’accumulation de la protéine Mos in vivo en réponse à la progestérone (Charlesworth 

et al. 2006).  

 

La protéine Mos synthétisée avant la GVBD peut-être phosphorylée sur quatre sérines : 3 

(Nishizawa et al., 1992; Freeman et al., 1992), 16 (Bai et al., 1991), 25 (Yang et al., 1996), 105 

(Yue and Ferrell, 2006)) et est instable du fait d’une absence de phosphorylations protectrices 

(Watanabe et al., 1989; Sagata et al., 1989a). De plus, Mos présente alors une phosphorylation 

inhibitrice sur la Ser105, dans son domaine kinase, et une structure dépliée (Yue and Ferrell, 

2006).  Cependant, elle parait suffisante pour activer la cascade des MAPK et entrainer la 

GVBD (Freeman et al. 1989; Sagata et al. 1989). Pendant et après la GVBD, 

l’autophosphorylation en Ser3 de Mos permet sa stabilisation dans les ovocytes matures 

(Watanabe et al., 1989) en empêchant la reconnaissance du résidu Proline 2 adjacent par la 

machinerie d’ubiquitynilation (Nishizawa et al., 1992, 1993). La phosphorylation en Ser16 

pourrait elle aussi protéger Mos de l‘ubiquitynilation en agissant sur la même Proline2 (Pham 

et al., 1999).  

La phosphorylation en Ser3 facilite l’association de Mos avec Mek et est la cible d’auto-

phosphorylation (Chen and Cooper, 1995; Nishizawa et al., 1992). Il est à noter que cette 

phosphorylation est toujours observée en absence d’activité de Mos (Freeman et al., 1992). 

Cette phosphorylation est due aux MAPK et donc à un feedback positif (Matten et al., 1996).  

Les MAPK (Matten et al., 1996), ainsi que le MPF (Liu et al., 1990) sont également capables 

in vitro de phosphoryler le résidu Ser16. Cela empêcherait la dégradation de Mos et donc 

augmenterait sa stabilité (Pham et al., 1999).  Le résidu Ser25 est phosphorylable par la PKA 

et cet évènement entraine une légère augmentation de l’activité de Mos (Yang et al., 1996). De 

façon surprenante, la phosphorylation de ce site pourrait inhiber l’activation de Mos induite par 

la phosphorylation de la Ser3 (Yang et al., 1998; Yue and Ferrell, 2006).  

Une voie dépendante du MPF serait capable de réguler négativement la dégradation de Mos. 

La micro-injection d’une protéine Cdk1 purifiée dont l’activité kinase est déficiente bloque 

l’accumulation de Mos sans affecter sa synthèse (Nebreda et al., 1995). In vitro, Cdk1 

phosphoryle et stabilise Mos (Castro et al., 2001). 

  

Mos est à l’origine de l’activation de la voie MAPK lors de la stimulation à la progestérone. La 

micro-injection d’oligonucleotides antisens de Mos bloque l’activation de Erk2 et de la kinase 

Rsk (Ribosomal S6 subunit protein kinase) sans altérer la mise en place de la GVBD (Dupré et 
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al., 2002; Bodart et al., 2005) alors que la micro-injection de Mos déclenche la reprise 

méiotique. Mos serait donc un élément de reprise de méiose induite par la progestérone des 

ovocytes sans pour autant être essentiel à celle-ci.  

 

L’implication de Mos dans la morphogenèse du fuseau a été démontrée par l’utilisation d’un 

morpholino antisense de p39(Mos). Lorsque l’accumulation de p39(Mos) est inhibée, on 

observe un défaut de phosphorylation de MEK1 et cela même lorsque la reprise de méiose est 

induite par l’insuline. L’inhibition de l’accumulation de p39(Mos) entraine la formation de 

structures proche des asters associées aux chromosomes condensés (Bodart et al., 2005).  

MAPKK / Mek  

Les MAPK kinases (MAPKK) sont des kinases activatrices de kinases. Mos phosphoryle 

directement la MAPKK Mek1 in vivo (Posada et al., 1993).  Dans l’ovocyte de xénope, la 

MAPKK Mek1 active Mpk1 (Erk2) en la phosphorylant sur deux résidus : Thr183 et Tyr185 

(Kosako et al., 1993). Les kinases Erk sont les principaux substrats identifiés des Mek. Dans 

les ovocytes de xénope, une boucle de rétrocontrôle, impliquant la phosphorylation de Jnk (Jun 

N-terminal protein Kinase) par Mek qui en retour phosphoryle Raf, a été mise en évidence, 

(Adler et al., 2005). Détectable dans les ovocytes dès le stade I, la quantité de MEK1 augmente 

ensuite au cours de l’ovogenèse (Furuno et al., 2003). 

MAPK / ERK 2 / Mpk1  

Mpk1 est l’homologue de la MPK mammalienne Erk2. Il s’agit de la première MAPK 

découverte, dans les ovocytes de xénope (Haccard et al., 1990), où  il n'existe qu'une forme de 

MAPK/Erk. Activée par phosphorylation par les Mek1 sur les résidus Thr183 et Tyr185, elle 

compte au moins 160 substrats appartenant à diverses catégories selon leur rôle physiologique : 

facteurs de transcription, protéines du cytosquelette, kinases et phosphatases, protéines 

apoptotiques et protéases (Gotoh and Nishida, 1995). 

Rsk  

 La kinase Rsk (Ribosomal S6 subunit protein kinase) est un relais de la voie MEK-ERK. Elle 

est phosphorylée et activée pendant la reprise méiotique puis déphosphorylée et désactivée 

après la fécondation (Erikson and Maller, 1989). Il existe deux isoformes de Rsk : Xp90Rsk1 

et Xp90Rsk2, toutes deux substrats de Erk2 (Bhatt and Ferrell, 1999). Les Rsk sont considérées 

comme les relais majeurs des actions cellulaires de la voie Erk2. 

 

3.2.3. Voies de signalisation déclenchées par la progestérone 

3.2.3.1. La baisse d’activité PKA 

L’arrêt en prophase I des ovocytes de xénope est dû à un taux d’AMPc élevé et à la présence 

d’une activité PKA. Lors de la reprise méiotique, l’inhibition de l’adénylate cyclase 

membranaire est responsable de la diminution du taux d’AMPc dans les ovocytes de xénope 

(Finidori-Lepicard et al., 1981; Sadler and Maller, 1981) et la baisse d’activité PKA (Wang and 

Liu, 2004).  
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Cette réponse biochimique observée dans des ovocytes traités à la progestérone implique un 

récepteur couplé à une protéine G. En effet, la synthèse de l’AMPc est catalysée par cette 

enzyme membranaire, qui est sous le contrôle de protéines G complexes hétérodimériques 

(αβγ)activées par leurs liaisons au GTP. La progestérone entraine une inhibition de 50% de 

l’adénylate cyclase (Sadler and Maller, 1981) et une baisse de la concentration d’AMPc (20%) 

(Maller et al., 1979; Wang and Liu, 2004), dégradé par la phosphodiestérase. La chute du taux 

d’AMPc joue un rôle important dans la maturation. En effet, des inhibiteurs de la 

phosphodiestérase comme la théophylline ou la papavérine (O’Connor and Smith, 1976; Bravo 

et al., 1978) bloquent la maturation. 

Figure 12 : Activation de la PKA. La PKA est formée par une holoenzyme, constituée par deux sous-unités catalytiques (C) 

et deux sous unités régulatrices (R). La sous-unité C contient le centre actif alors que la sous-unité de R dispose de deux sites 

de liaison de l'AMPc. Ce complexe de sous-unités C et R est à l'état inactif. La liaison de l'AMPc à la sous-unité R induit 

l'activation de la sous-unité C accompagnée par la dissociation des sous-unités R de la sous-unité C.  

Les PKA sont des tétramères formés de deux chaines régulatrices (R) et de deux chaines 

catalytiques (C) (Figure 12). Sous forme tétramérique, la PKA n’a pas d’activité enzymatique. 

La fixation de l’AMPc sur les chaines régulatrices entraine la libération des chaines catalytiques 

permettant ainsi la phosphorylation des protéines cibles de PKA. La baisse de la concentration 

en AMPc observée dans les ovocytes traités à la progestérone se traduit par une baisse de 

l’activité de la PKA (Wang and Liu, 2004). Cette baisse d’activité semble être indispensable à 

la maturation. En effet, dans les ovocytes, la micro-injection de la sous-unité catalytique active 

de la PKA bloque la maturation. A contrario, la micro-injection d’inhibiteur de la PKA entraine 

la maturation en absence de progestérone (Maller and Krebs, 1977).  Cependant, l’injection 

d’une sous-unité catalytique inactive de PKA inhibe également la maturation ce qui suggère 

que la PKA n’exercerait pas son activité inhibitrice de la maturation via la phosphorylation des 

protéines cibles, mais par une activité de séquestration de ces protéines (Schmitt and Nebreda, 

2002). Mais cette possibilité a par la suite été exclue par l’utilisation d’une PKA non 

fonctionnelle dépourvue d’activité kinase incapable d’inhiber la maturation (Eyers et al., 2005).  

3.2.3.2. Synthèse protéique : C-mos / Cyclines B 

La baisse d’activité PKA va entrainer une reprise de la synthèse protéique. Les mécanismes 

moléculaires impliqués ne sont pas complètement élucidés. Un petit nombre de protéines est 

synthétisé durant la période précédant la GVBD et la synthèse protéique augmente 

significativement durant la maturation (Baltus et al., 1973). Si l’activation du MPF apparait en 

absence de toute transcription (Schorderet-Slatkine and Drury, 1973) les inhibiteurs de la 

traduction, telle que la cycloheximide, empêchent cette activation, preuve qu’il y a nécessité de 

production d’au moins une protéine initiatrice (Wasserman and Masui, 1975).  

Mos 

Mos est la protéine à l’origine de l’activation de la cascade de phosphorylation des MAPK dans 

les ovocytes de Xénope. Cette fonction semble avoir été conservée au cours de l'évolution 

(Amiel et al., 2009). 

La micro-injection d’oligonucleotides antisens de c-mos entraine le blocage de la maturation 

induite par la progestérone en bloquant la GVBD (Sagata et al., 1988). Au contraire, l’injection 

de l’ARNm de c-mos induit la maturation des ovocytes en absence de progestérone (Sagata et 

al., 1989a; Freeman et al., 1989). De même, l’injection d’une protéine de fusion MBP-mos est 
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capable d’induire la maturation (Sagata et al., 1989a). L’injection de cette même protéine de 

fusion dans un milieu contenant de la cycloheximide, un antifongique qui bloque la synthèse 

protéique, a démontré que l’implication et la synthèse d’autres protéines semblent requises afin 

de compléter la seconde division de méiose (Yew et al., 1992).  

D’autres études utilisant l’approche morpholino ont apporté de nouvelles données. Les 

morpholinos sont utilisés en tant qu'outils pour la génétique inverse par inactivation de la 

fonction d'un gène. Ceci est accompli en empêchant les cellules de synthétiser une protéine 

ciblée ou en modifiant l'épissage d'un pré-ARNm. Les morpholinos antisens, plus spécifiques 

et plus affins que les ARN antisens, se lient sur l’ARNm cible, au niveau du codon d’initiation, 

et bloquent sa traduction. L’ARNm reste donc présent et intact dans la cellule, contrairement à 

l’utilisation d’oligonucléotides antisens, qui entraine la dégradation de l’ARNm d’intérêt par la 

RNAse H. De manière surprenante, dans un ovocyte en prophase I, aucun blocage de la 

maturation induite par la progestérone n’est observé suite à l’injection d’un morpholino anti 

Mos. Ces résultats soulignent le fait que la synthèse de la protéine n’est pas requise. De plus, la 

cascade des MAPK et le MPF sont activées normalement (Dupré et al., 2002).  

Mos ne serait donc pas la seule protéine dont la synthèse serait requise pour la maturation. Elle 

ne contrôlerait pas non plus l’activation du MPF puisque d’autres résultats appuient le fait que 

Mos n’est pas la protéine dont la synthèse est strictement requise pour l’activation de Cdc2. En 

effet, l’accumulation de Mos induite par la progestérone est inhibée par l’injection d’une forme 

dominante négative de Cdc2, de la protéine p21Cip1 ou d’anticorps bloquant Cdc2, situant la 

synthèse de Mos en aval de l’activation de Cdc2 et pointe la cycline B1 comme importante dans 

les évènements précoces de la maturation (Nebreda et al., 1995; Frank-Vaillant et al., 1999).  

Par la suite, il a été démontré que la phosphorylation de Mos par Cdc2 est requise pour sa 

stabilisation en GVBD (Nishizawa et al., 1992; Castro et al., 2001). Ainsi, non seulement Mos 

ne serait pas nécessaire à l’activation du MPF au moment de GVBD, mais sa synthèse et/ou sa 

stabilité serait même en partie sous le contrôle du MPF. 

Cyclines 

L’ovocyte de xénope présente quatre types de cyclines B intervenants dans la maturation : les 

cyclines B1, B2, B4 et B5 (Tableau 2). En prophase, 10 à 20% de la protéine Cdc2 est associé 

aux cyclines B2/B5 (Kobayashi et al., 1991; Hochegger et al., 2001). La Cdc2 liée est 

phosphorylée sur les Thréonines 161 et 14 et la Tyrosine 15 formant ainsi un stock inactif de 

MPF nommé pré-MPF. Le reste de Cdc2 libre est inactif et peut déjà être phosphorylé sur la 

Thréonine 161. Il peut alors s’associer à la cycline ou d’autres partenaires (De Smedt et al., 

2002). Il semble que la synthèse de la cycline, s’associant au Cdc2 libre pour former du MPF 

actif, serait nécessaire et important pour la reprise de méiose. Cette idée est supportée par des 

observations en modèles embryonnaires et acellulaires (extraits fractionnés) où la synthèse de 

cycline s’est révélée primordiale dans le cadre de la mitose (Murray et al., 1989). Dans 

l’ovocyte de xénope la reprise de méiose peut être obtenue par micro-injection de cycline ou de 

son ARNm (Swenson et al., 1986). De même, l’utilisation d’oligonucléotides antisens des 

cyclines A, B1, B2 n’empêche pas la maturation d’ovocytes en présence de progestérone 

(Minshull et al., 1991). L’ensemble de ces données prouve que la synthèse des cyclines est 

suffisante, mais non nécessaire à l’activation initiale du MPF (Hochegger et al., 2001). 
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Tableau 2 : Accumulation des différentes Cyclines B dans l’ovocyte de xénope. Les lettres entre parenthèses représentent 

les homologies de séquence entre les différentes cyclines. Les cyclines ne sont pas synthétisées au même moment du cycle. 

Les cyclines B2 et B5 sont synthétisées durant l’ovogenèse afin de former le pré-MPF alors que les cyclines B1 et B4 

s’accumulent après l’activation du MPF (ligne hachurée). Aucune donnée n’est à ce jour recensée pour la cycline B3.  

 

 

Il apparait donc qu’aucune de ces protéines synthétisées ne serait réellement requise pour la 

reprise de méiose induite par la progestérone. Cependant, l’inhibition conjuguée de la synthèse 

des Cyclines et de Mos par des antisens est capable de bloquer la reprise de méiose déclenchée 

par la progestérone (Haccard and Jessus, 2006). Ces deux voies seraient donc redondantes. Si 

l’une de ces voies est inactivée, l’autre prend alors le relais. C’est donc l’action conjuguée de 

ces deux protéines qui serait responsable de l’activation optimale du MPF lors de la reprise de 

méiose.  

3.2.3.3. Activation initiale du MPF 

Cdc2 se trouve sous deux formes dans l’ovocyte : 10/20 % forme le pré-MPF, MPF inactif car 

phosphorylé sur les résidus Thr14 et Tyr15. Le reste du Cdc2 est monomérique et parfois 

phosphorylé en Thréonine 161, en attendant une liaison avec une cycline pour devenir actif. 

L’identité des protéines responsables de ces différentes phosphorylations sera précisée plus 

loin. Il existe donc deux façons d’obtenir du MPF actif : par déphosphorylation du pré-MPF ou 

par association du Cdc2 monomérique et phosphorylé avec une cycline.  

Activation par néo-synthèse de cyclines  

Suite à un stimulus hormonal, les cyclines B1 et B4 sont fortement synthétisées. Ces cyclines 

s’accumulent juste avant la GVBD (Kobayashi et al., 1991; Hochegger et al., 2001). La 

synthèse de la cycline B1 est dépendante de la chute de l’activité PKA, mais indépendante de 

l’activation initiale de Cdc2 puisqu’elle peut avoir lieu même en présence de p21cip1, un 

inhibiteur de cdc2  (Frank-Vaillant et al., 1999). Ainsi, la progestérone serait à l’origine de la 

production de cycline B1 et B4 qui, en s’associant à des protéines Cdc2 déjà phosphorylées en 

Thr161, serait à l’origine de la formation de complexe de MPF actifs induisant l’activation du 

stock de pré-MPF. Cependant, l’injection d’oligonucléotide antisens dirigés contre l’ensemble 

des ARNm des Cyclines B1 à 5 ne bloque pas l’activation du MPF (Minshull et al., 1991; 

Hochegger et al., 2001; Haccard and Jessus, 2006). Ainsi la néosynthèse de cycline est 

suffisante mais non nécessaire à l’activation initiale du MPF. Il n’est pas exclu qu’une autre 

cycline, que la cycline B, puisse être capable de se fixer au Cdc2 monomérique.  

Cycline Ovogenèse
Méiose

1ere division 2eme division

B1 (a)

B2 (b)

B3 (c) N.D. N.D

B4 (a)

B5 (b)
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3.2.3.4. Boucle d’auto-amplification du MPF 

L’existence d’une boucle d’auto-amplification du MPF a été mise en évidence par des 

expériences de transfert de cytoplasme dans les ovocytes de Rana Pipiens (Masui and Markert, 

1971). Ces expériences consistent à micro-injecter dans des ovocytes en prophase I du 

cytoplasme d’ovocytes matures bloqués en métaphase II. Ces micro-injections entrainent alors 

une reprise de méiose de l’ovocyte micro-injecté et cela même en présence de cycloheximide, 

un inhibiteur de la synthèse protéique (Wasserman and Masui, 1975).  

Il existe dans l’ovocyte une petite quantité de pré-MPF –MPF inactif- mettant une route un 

processus d’auto-amplification. Le MPF est, en effet, capable d’une amplification auto-

catalytique (Masui and Markert, 1971). De même, il existe un rétrocontrôle positif entre Cdc2 

et Cdc25 (Hoffmann et al., 1993; Izumi and Maller, 1993; Strausfeld et al., 1994). L’amorce de 

MPF actif est capable de phosphoryler les sites activateurs de Cdc25 de manière directe (Izumi 

et al., 1992). Mais, si cette phosphorylation est nécessaire à la boucle d’auto-amplification du 

MPF, elle n’est pas suffisante (Karaïskou et al., 1998). D’autres protéines sont donc impliquées 

dans cette boucle. 

Le rôle de la protéine Plx1 (Polo Kinase 1 xenopus) dans la boucle d’auto-amplification du 

MPF a été montré en utilisant des ovocytes de stade IV, non compétents à la reprise de méiose. 

Dans ces ovocytes, la protéine Plx1 est absente et sa surexpression est capable de restaurer la 

boucle d’auto-amplification (Karaiskou et al., 2004). Mais l’activation de Plx1 étant sous le 

contrôle de Cdc2, la boucle doit être lancée par une amorce de MPF actif. Ainsi Plx1 travaille 

de concert avec Cdc2 pour activer Cdc25 par phosphorylation.  

En retour, Cdc25 déphosphoryle le stock de pré-MPF sur les résidus Thréonine 14 et Tyrosine 

15 et l’active. Par conséquent, plus Plx1 et Cdc25 sont actifs, plus les molécules de MPF sont 

activées.  

 

3.2.4. Régulation des différents acteurs 

Ainsi la fixation de la progestérone sur son récepteur entraine une cascade de réactions 

aboutissant à la synthèse et l’activation du MPF et de la voie MAPK via une baisse d’activité 

PKA et une synthèse protéique. Cependant d’autres protéines interviennent dans la régulation 

du MPF, de la boucle d’auto-amplification et de la cascade des MAPK. 

3.2.4.1. Les régulations du MPF  

Régulation de la cycline 

Dans les extraits d’œufs de xénope, un modèle d’étude de la mitose, les niveaux de cycline B 

évoluent de manière cyclique (Murray and Kirschner, 1989; Evans et al., 1983) (Figure 13). Sa 

concentration et sa localisation varient au cours du cycle. En mitose, en phases S et G2, on 

observe une accumulation de la protéine qui s’associe à Cdc2, ce complexe se localise alors 

dans le cytoplasme. Dès l’interphase, dans les cellules somatiques, la quantité augmente et avant 

la mitose la protéine subit une translocation vers le noyau (Li et al., 1997). Des expériences, 

portant sur des ovocytes, ont démontré que l’activation du MPF, serait cytoplasmique et 

pourrait se faire en absence du noyau (Pérez-Mongiovi et al., 2000; Picard et al., 1991). La 

question de la nécessité de cette translocation pour l’entrée en phase M s’est alors posée (Li et 

al., 1997). La relocalisation nucléaire serait importante, dans les cellules somatiques, dans la 

mesure où la phosphorylation de substrats nucléaires par le MPF est essentielle pour les 
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premières étapes de la mitose. Le début de la mitose est d’ailleurs caractérisé par la 

phosphorylation de la Cycline sur le signal CRS (Cytoplasmic Retention Signal) (Pines and 

Hunter, 1991) qui contient également la séquence NES (Nuclear Export Signal), ce qui a pour 

conséquence d’inhiber l’export du complexe Cdc2/Cycline B hors du noyau (Yang et al., 1998). 

Au cours de la reprise de méiose, lors de la transition prophase I/métaphase II, une augmentation 

de la concentration en cycline est elle aussi observée (Hochegger et al., 2001). 

 

Figure 13 : Concentration en MPF et cycline B dans des extraits cyclants d’œuf de xénope.  

Le motif « PSTAIRE » est exposé à la surface de la protéine comme le démontre une étude 

cristallographique de Cdk2 (De Bondt et al., 1993). Si cette région est mutée, aucune fixation à 

la cycline n’est possible. De même, l’utilisation d’un anticorps dirigé contre cette région permet 

l’immunoprécipitation de la Cdk sous forme monomérique (Pines and Hunter, 1990). 

Cependant, la liaison seule de la cycline ne suffit pas à l’activation du complexe qui nécessite 

un changement de l'état de phosphorylation de Cdk1. Ainsi, deux évènements sont 

indispensables à la reprise de méiose : (1) la fixation de la cycline et la formation du complexe 

Cdk/cycline ainsi que (2) le changement d’état de phosphorylation de la Cdk.  

 

Régulation de Cdc2 (Cdk1) par phosphorylation :  

Ce complexe Cdk/Cycline est régulé par trois sites majeurs de phosphorylation sur Cdc2 : 

Thr161, Tyr15 et Thr14. La phosphorylation sur le résidu Thr161 est indispensable pour 

l’activité de cdc2 et est cruciale pour l’association cycline B/cdc2. La majorité du Cdc2 est 

présente sous la forme monomérique dans le compartiment cytoplasmique. Seul 10% est 

retrouvé associé à la cycline B2 et B5 pour former le pré-MPF. Ce Cdc2 monomérique est 

phosphorylé sur la thréonine 161. Cette phosphorylation pourrait être due à la présence d’une 

CAK (Cdk Activating Kinase) capable de phosphorylée Cdc2 sous sa forme monomérique. Une 

telle enzyme, nommée CAK1 ou Civ1, a été identifiée chez Saccharomyces cerevisiae (Thuret 

et al., 1996; Kaldis et al., 1996; Espinoza et al., 1996). Cependant aucune CAK de ce genre n’a 
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pour le moment été identifiée dans l’ovocyte de xénope. Cette Cdc2 phosphorylée sur le résidu 

Thr161, phosphorylation indispensable à la liaison avec la cycline, serait déphosphorylée par 

PP2C, permettant la présence de deux types de Cdc2 monomérique dans la cellule : (1) Cdc2 

phosphorylée en Thr161, pouvant être activée par la cycline et (2) Cdc2 non phosphorylée, non 

activée (De Smedt et al., 2002).  

Les phosphorylations inhibitrices qui ont lieu sur les résidus Tyr15 et Thr14 permettent 

l’accumulation d'une forme inactive du MPF : le pré-MPF. La protéine Myt1 est une protéine 

membranaire à activité kinase permettant la phosphorylation des résidus Tyr15 et Thr14 du 

MPF. La déphosphorylation par Cdc25c de Thr14 et Tyr15 entraine la libération de la poche 

d’interaction avec l’ATP, ce qui active la kinase, celle-ci pouvant alors phosphoryler ses 

nombreux substrats. Dans le cadre des cellules somatiques, ces substrats sont impliqués dans 

de nombreux processus de la vie cellulaire, tels que la signalisation, le métabolisme, la 

réplication de l’ADN et la transcription. L'activation du MPF constitue l'évènement moléculaire 

majeur de la reprise de méiose, qui permet la rupture de l'enveloppe nucléaire, la condensation 

des chromosomes et la formation du fuseau de division. 

De nombreuses protéines interviennent pour réguler la phosphorylation/déphosphorylation de 

Cdc2. La figure 14 résume les informations qui vont suivre sur ces protéines.  

Figure 14 : Mécanisme de régulation du MPF par phosphorylation et déphosphorylation. Le MPF existe sous forme 

inactive nommée pré-MPF présentant des phosphorylations inhibitrices en Thr14 et Tyr15. Ces phosphorylations sont dues aux  

protéines Wee1 et Myt1. Le complexe Cdc 2/Cycline B triphosphorylé forme le pré-MPF. La kinase Wee1, absente dans le 

modèle ovocytaire, est spécifique de la division mitotique. Lors de la reprise méiotique, la stimulation des ovocytes par la 

progestérone provoque, par phosphorylation, l’inactivation de Myt1 et l’activation de la phosphatase Cdc25c. Celle-ci 

permettra l’activation du pré-MPF en déphosphorylation les résidus inhibiteurs. (Modifié d’après Beaujois R. 2010)  

 

 

Principaux Inhibiteurs  

Mis en évidence chez la levure S. pombe, Wee 1 a ensuite été cloné dans de nombreux 

organismes (levure, drosophile, xénope, souris, Homme). Certains de ces organismes présentent 

deux formes de la protéine très proches l’une de l’autre : Wee1A et Wee1B (Russell and Nurse, 

1987; Igarashi et al., 1991; Mueller et al., 1995). Wee1, cytoplasmique, phosphoryle cdc2 en 

Tyr15 (Mueller et al., 1995) ainsi qu’en Thr14 (Den Haese et al., 1995) dans le contexte 

mitotique. Ces phosphorylations n’interagissent pas avec la liaison de l’ATP à la protéine, mais 

empêchent le substrat d’accéder au site catalytique de la kinase rendant la Cdk inactive. 
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Cycline B
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L’activité de ces deux protéines inhibitrices est régulée via une hyperphosphorylation 

inhibitrice lors de l’entrée en phase M (Harvey and Kellogg, 2003; Harvey et al., 2005).  

 

Cdc2 régulerait Wee1 : in vitro Cdc2 peut, en effet, lier et phosphoryler cette protéine (Tang et 

al., 1993; Mueller et al., 1995). Il existerait donc une boucle d’activation où Cdc2 

hyperphosphorylerait et inactiverait wee1, permettant une activation plus forte et plus rapide du 

MPF afin d'entrer en mitose. Cette hypothèse est validée chez la levure où en début de mitose 

le complexe Clb2/Cdc28 (homologue de Cdc2/Cycline B) lie et phosphoryle Wee1 in vitro et 

in vivo entrainant son inhibition (Harvey et al., 2005). Cependant en mitose, Wee1 ne serait pas 

phosphorylé uniquement par Cdc2 puisque dans des extraits cyclants de xénope sans Cdc2, une 

autre protéine entraine sa phosphorylation (Mueller et al., 1995). Il est à noter que Wee1 est 

absent des ovocytes immatures de xénope, et ne commence à s’accumuler que lors de la 

deuxième division de méiose.  

Dans l’ovocyte de xénope, la protéine responsable des phosphorylations inhibitrices de Cdc2 

est la protéine Myt1. Elle présente dès le stade I ovocytaire et s’accumule jusqu’au stade IV 

(Furuno et al., 2003). En début de mitose, lors de la transition G2/M, dans une étude portant sur 

la levure S. Pombe et une lignée d’ostéosarcomes humains, Myt1 a été décrite comme 

interagissant avec le complexe Cdc2/Cycline B via son domaine C-ter et le séquestrerait ainsi 

dans le cytoplasme (Wells et al., 1999).  Dans le cadre de la méiose, l’injection d’anticorps anti-

Myt1 est capable d’entrainer la reprise de méiose suggérant que l’inactivation de Myt1 est 

essentielle pour la levée du blocage en prophase I des ovocytes de xénope (Nakajo et al., 2000). 

L’inactivation de Myt1 est le fruit de la phosphorylation de la protéine par la kinase p90Rsk 

dans son domaine régulateur en région C-ter (Palmer et al., 1998) ainsi que par p39Mos (Peter 

et al., 2002). Myt1 est aussi capable de s’autophosphoryler sur les sérines 66 et 76 participant 

ainsi à l’inhibition de la kinase lors de la transition G2/M (Kristjánsdóttir et al., 2006). En 2011, 

il a été montré que lors de la reprise de méiose, Myt1 était inactivée par phosphorylation par les 

néo-complexes de MPF synthétisés suite à la stimulation hormonale (Gaffré et al., 2011).    

 

PP1 ou PP2A (Protein Phosphatase A et 2A), deux phosphatases, seraient elles aussi capables 

d’inhiber le MPF puisque l’acide okadaique (inhibiteur de PP1, PP2A) provoque l’auto-

amplification du MPF (Karaïskou et al., 1998; Izumi et al., 1992; Karaïskou et al., 1999). PP1 

et PP2A sont capables d’altérer la progression mitotique. Elles existent rarement sous forme 

libre et sont majoritairement liées à des substrats ou des sous-unités régulatrices. 

Des études ont démontré que seule PP2A inhibait la reprise de méiose. En effet, la déplétion de 

PP2A dans des extraits cyclants de xénope, un modèle de mitose, entraine l’activation de Cdc2 

alors que la modulation du niveau d’activité de PP1 n’affecte en rien Cdc2. La phosphatase 

PP2A serait donc un inhibiteur majeur de l’activation de Cdc2 (Maton et al., 2005). Dans cette 

famille d’enzymes, les sous-unités catalytiques (C) et structurales (A) sont liées de façon 

constitutive. L’hétérodimère AC qui est aussi appelé le « core » est capable de s’associer à 

diverses sous-unités régulatrices de type B (B) et de former une enzyme fonctionnelle. Dans le 

cadre de la méiose, PP2A s’associe à B55δ, sous unité-régulatrice, et la concentration du 

complexe varie au cours du cycle : on en retrouve beaucoup en interphase et peu en mitose. Si 

le niveau de concentration du complexe est maintenu bas dès l’interphase et tout au long du 
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cycle, on observe une accélération de l’entrée en mitose des extraits cyclants et un maintien de 

celle-ci. Si la déplétion a lieu durant la mitose, la sortie de mitose est retardée, indiquant que 

PP2A intervient aussi dans les mécanismes permettant la sortie de mitose. L’augmentation de 

la concentration du complexe PP2A-B55δ par ajout d’enzymes recombinantes inhibe l’entrée 

en mitose (Mochida et al., 2009). PP2A serait en réalité responsable de la déphosphorylation 

de Cdc25c sur la Ser287, ce qui a été démontré dans des extraits d’œufs de xénope (Hutchins 

et al., 2002; Margolis et al., 2003).  

 

Dans l’ovocyte de xénope Myt1 et le complexe PP2A-B55δ sont responsables de l’inhibition 

du MPF dans l’ovocyte de xénope. Le premier est à l’origine des phosphorylations inhibitrices 

de Cdc2 alors que le second empêche l’activation de Cdc25c, phosphatase activatrice du MPF. 

Activateurs  

Cdc25 est la phosphatase activatrice de Cdc2 par déphosphorylation des résidus Thr14 / Tyr15 

(Kumagai and Dunphy, 1991; Gautier et al., 1991; Strausfeld et al., 1991). Il existe 3 types de 

Cdc25 : Cdc25A / Cdc25B / Cdc25c. Les Cdc25A et B sont spécifiques de la transition G1/S 

tandis que la phosphatase Cdc25c intervient lors de la transition G2/M. Cependant, les 

phénotypes de souris mutantes suggèrent une  redondance fonctionnelle entre ces protéines en 

cas de déficience : en absence de Cdc25 B et C, la phosphatase Cdc25 A permet seule la 

progression d’une cellule au travers du cycle cellulaire (Ferguson et al., 2005).  

La micro-injection de la protéine Cdc25c dans l’ovocyte active une petite quantité de pré-MPF 

endogène (jusque-là inactif) suffisante pour enclencher le processus d’auto-amplification du 

MPF et donc la reprise méiotique jusqu’en métaphase II (Gautier et al., 1991; Lee et al., 1992; 

Izumi et al., 1992). Chez le xénope la boucle d’auto-amplification du MPF s’effectue en 

absence de toute synthèse protéique (Wasserman and Masui, 1975). Cette boucle d'auto-

amplification repose sur l'existence d'un stock de Cycline B2 et B5 dans les ovocytes immatures 

sous forme associé à Cdc2 inactif car phosphorylé par Myt1 (Hochegger et al., 2001). Il existe 

un rétrocontrôle positif entre cdc2 et cdc25 (Hoffmann et al., 1993; Izumi and Maller, 1993; 

Strausfeld et al., 1994).  

Cdc25 est actif sous forme phosphorylée. Cette phosphorylation est catalysée par le MPF et par 

d’autres protéines telles que Plk1 (ou Plx1 chez le xénope) (Karaïskou et al., 1998; Izumi et al., 

1992). Chez le xénope, il a été montré in vitro que Plx1 se lie à l’extrémité N-terminale 

régulatrice et phosphoryle Cdc25c sur un motif consensus D/E-X-S/T entrainant son activation 

(Kumagai and Dunphy, 1996). Sa déplétion dans des extraits de xénope supprime 

l’hyperphosphorylation activatrice de Cdc25c (Karaïskou et al., 1998, 1999). Chez l’Homme, 

Plk1 est activée simultanément au MPF. Plk1 régule Cdc25c en le phosphorylant sur la Ser198 

présente dans la séquence NLS (Nuclear Localization Signal) située en N-Terminal, ce qui 

permettrait le transport de Cdc25c dans le noyau en début de prophase, lorsque l’enveloppe 

nucléaire est encore intacte permettant la colocalisation nucléaire du MPF et de son activateur. 

(Toyoshima-Morimoto, 2002). Plx1 entrainerait donc la phosphorylation de Cdc25c dans le 

xénope, permettant sa localisation dans le noyau et son action activatrice du MPF par 

déphosphorylation. 

Cependant, dans des extraits cyclants de xénope Cdc25c est localisé dans le cytoplasme en 

interphase, à cause de la séquestration induite par la protéine 14-3-3, qui est facilitée par une 
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phosphorylation sur une Sérine 287 (Ser216 chez l’Homme) (Kumagai et al., 1998; Kumagai 

and Dunphy, 1999). Cette protéine de séquestration jouerait un rôle essentiel dans la transition 

G2/M en inhibant Cdc25 et en assurant sa localisation cytoplasmique. L’inhibition de PP1 

empêche l’entrée en phase M. Chez le xénope, la Ser/Thr phosphatase PP1 serait responsable 

de la déphosphorylation de Cdc25c en Ser287 (Ser216 chez l’Humain) et donc de sa 

dissociation avec 14-3-3, ce qui permet son activation et son importation dans le noyau afin d'y 

activer le MPF (Kumagai and Dunphy, 1999). Des études in vivo ont démontré que xCdc25c 

est associé à la protéine 14-3-3 dans les ovocytes de xénope, et que ce complexe se dissocie 

durant la reprise méiotique. Dans cette même étude l’auteur conclut que l'inhibition induite par 

14-3-3 est bien liée à une exclusion du noyau de Cdc25c, empêchant sa colocalisation avec le 

MPF (Yang et al., 1999). La liaison à la protéine 14-3-3 protège Cdc25c d’une 

déphosphorylation prématurée. En effet, la déphosphorylation en Ser287 n’a lieu qu’après 

dissociation du complexe avec 14-3-3. Ce modèle reste hypothétique.  

Pour activer Cdc25c et permettre son action sur le MPF, il faut donc (1) empêcher sa 

séquestration par la protéine 14-3-3 en déphosphorylant un résidu Ser287, et (2) entrainer sa 

phosphorylation par Plx1 dans la séquence NLS, l’ensemble de ces phénomènes permettant sa 

colocalisation nucléaire avec le MPF. 

 

La calmoduline kinase II (CaMKII) ainsi que les kinases Chk1 et ChK2 (Checkpoint Kinase 1 

et 2) impliquées dans les points de contrôle du cycle cellulaire et notamment la réponse aux 

dommages à l’ADN, sont capables de phosphoryler Cdc25c sur le résidu Ser287 (Kumagai et 

al., 1998; Guo and Dunphy, 2000; Hutchins et al., 2003). Cependant, l’immuno-déplétion de 

Chk1 et Chk2 n’inhibe qu’à 30% cette phosphorylation, suggérant l’intervention d’une autre 

kinase majoritairement responsable de la phosphorylation (Nakajo et al., 1999; Guo and 

Dunphy, 2000). Xp38γ/SAPK43, une protéine de la famille des MAPK, participe également à 

l’activation de Cdc25c par phosphorylation du résidu sérine 205 (Perdiguero et al., 2003). 

 

Très récemment, la kinase Greatwall (Gwl) a été identifiée. Initialement découverte chez la 

drosophile en 2004, Gwl a tout d’abord été proposée comme ayant un rôle dans la progression 

mitotique et la condensation des chromosomes, rôles confirmés par des études portant sur le 

même modèle (Hara et al., 2012; Bettencourt-Dias et al., 2004). Mais c’est dans l’ovocyte de 

xénope que la caractérisation de ses fonctions dans le cycle cellulaire a été précisée. La 

déplétion de Gwl dans des extraits mitotiques d’ovocyte de xénope est à l’origine d’une sortie 

de mitose. Cette sortie est concomitante avec l’inactivation du complexe MPF, due à la 

phosphorylation du résidu Tyr15 de Cdc2. Si l’inhibition de Gwl a lieu dans des extraits 

cyclants, l’activation du MPF ne peut avoir lieu et aucune entrée en mitose n’est observée 

indiquant un rôle probable de Gwl dans la régulation de l’activation du MPF (Yu et al., 2006). 

Greatwall est parfois considérée comme étant un nouveau membre du complexe MPF avec la 

cycline B et Cdc2 (Hara et al., 2012). ARP19, une protéine inhibitrice des phosphatases, 

spécifique de PP2A, est phosphorylée par Gwl en S67, permettant sa fixation sur le complexe 

PP2A-B55δ et l’inhibition de l’activité de PP2A. Ce processus est contrôlé par Cdc2. Lorsque 

ARP19 est phosphorylée par Gwl, elle échappe au contrôle de la PKA et permet l’activation du 

MPF de façon indépendante de la synthèse protéique grâce à une petite réserve de Mos déjà 

présente (Dupré et al., 2014).  
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Figure 15 : Mécanismes de régulation de Cdc25c lors de la reprise méiotique des ovocytes de xénope. Cdc25c est 

maintenue inactive dans les ovocytes de xénope par le biais d’une phosphorylation en S287 provoquant sa séquestration 

cytoplasmique par la protéine 14-3-3. La PKA, mais aussi la CaMKII et les protéines Chk, sont à l’origine de cette 

phosphorylation. L’inhibition de PKA permet la déphosphorylation de Cdc25c par PP1. De plus, la phosphorylation par CdK2 

de la T138 permet la libération de Cdc25c. La phosphorylation de Cdc25c par Xp38γ (S205) et Plx1 (via xPlkk1) active la 

protéine. Enfin, Greatwall, par son activité de phosphorylation de ARP19, permet l’inhibition de PP2A, un inhibiteur de 

Cdc25c. (Modifié d’après Beaujois R. 2010)  

Ringo/Speedy (Rapid Inducer of G2/M progression) est une protéine non apparentée à une 

cycline, mais capable de se lier à Cdc2 et de l’activer (Ferby et al., 1999; Lenormand et al., 

1999). La protéine speedy du xénope (xSpy) a été à l’origine identifiée lors d’un screen de 

gènes conférant une résistance aux UV d’une souche déficiente pour Rad1 de S. Pombe. Cette 

protéine est capable d’induire une maturation rapide montrant une GVBD et une activation du 

MPF. Spy1 active la voie MAPK et sa capacité à induire la maturation est dépendante de cette 

cascade de phosphorylations (Lenormand et al., 1999). XRINGO a été identifiée lors d’un 

screen visant à déterminer des gènes impliqués dans la transition G2/M de l’ovocyte de xénope. 

L’expression de XRINGO en prophase I provoque une reprise de méiose plus rapide que celle 

produite par la progestérone ou par l’expression de Mos. La déplétion du XRINGO endogène 

entraine un retard de maturation induite par la progestérone (Ferby et al., 1999). La liaison à la 

CDK est due à la présence d’une région centrale nommée Speedy/Ringo box. La mutagenèse 

ou la déplétion de résidus conservés de la box entre les espèces entraine une baisse de la capacité 

à lier les CDK et à induire la GVBD, indiquant que cette région serait nécessaire à l’activation 

de la Cdc2 (Cheng et al., 2005b; Dinarina et al., 2005). Elle est présente dès la prophase 

(Gutierrez et al., 2006). La micro-injection de Ringo/Speedy serait capable d’engendrer la 

reprise de méiose en absence de toute stimulation hormonale. De même, des oligonucléotides 

antisens dirigés contre ses ARNm retardent la maturation induite par la progestérone, mais ne 

l’inhibe pas (Lenormand et al., 1999). Il a été de plus prouver que son partenaire préférentiel 

serait Cdk2 et non Cdk1 (Karaiskou et al., 2001). Cependant, il a été suggéré que Ringo/Speedy 

jouerait un rôle lors de la transition métaphase I – métaphase II plutôt que dans les étapes 

précoces de la maturation méiotique remettant en cause son implication dans la reprise de 

méiose (Gutierrez et al., 2006) 

Chez l’homme et dans le cadre de la mitose, le complexe Spy1/CDK2 est capable de 

phosphoryler les membres de la famille Cdc25 (Cheng et al., 2005a). Il pourrait participer à une 

boucle de feedback positif qui permet l’activation continue de Cdc2. L’on ne sait cependant pas 

encore si les Cdc25 phosphorylées par Spy1/Cdk2 sont capables d’activer uniquement ces 

derniers complexes ou si elles sont capables d’activer aussi les complexes CDK/Cycline. 
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L’ensemble de ces informations est résumé dans la figure 15.  

 

Le MPF est donc majoritairement régulé par une balance entre la synthèse et la dégradation de 

la cycline ainsi que par de nombreuses protéines, et de leurs régulateurs respectifs, responsables 

de la phosphorylation et la déphosphorylation de la Cdk.  

3.2.4.2. MAPKs phosphatases  

Les MAPK présentent dans leur boucle d’activation des résidus thréonines et/ou tyrosines 

responsables de leur inactivation lorsque déphosphorylés par les MAPK phosphatases (MKP). 

Une dizaine de MKP ont été identifiées : celles-ci sont divisées en trois groupes, selon leur 

spécificité de déphosphorylation. Certaines sont capables de déphosphoryler un seul des deux 

résidus alors que les phosphatases doubles spécificités (DUSP ou DSP) sont capables d’agir sur 

les deux résidus à la fois. 

Toutes les MKP présentent des similarités structurelles : 

 Un domaine PTP c-terminal, domaine catalytique tyrosine phosphatase 

 Un domaine KIM permettant la reconnaissance des MAPK 

 Une séquence N-ter responsable de la localisation sub-cellulaire 

La première MKP identifiée fut Mkp-1, qui déphosphoryle de manière préférentielle les 

thréonines et tyrosines de p38 et Jnk et, dans une moindre mesure, ERK (Sun et al., 1993; Guan 

and Butch, 1995; Chi et al., 2006). De façon intéressante, dans des modèles de mammifères 

comme la souris,  l’activation des MAPK par des facteurs de croissance ou sous condition de 

stress est capable d’induire l’activité de Mkp-1 et donc la mise en place d’une boucle de 

régulation avec feedback négatif (Kondoh and Nishida, 2007). 

 Dans l’ovocyte de xénope, seule Mkp-1 a été étudiée. C’est la seule MKP connue dans les 

ovocytes immatures et matures dans lesquels elle est exprimée de manière constitutive. Mkp-1 

(DUSP1 / CL100) a été clonée. La micro-injection de Mkp-1 inhibe partiellement la synthèse 

de Mos indiquant que celle-ci pourrait être sous le contrôle de Erk. Mkp3, spécifique de ERK, 

n’est pas présente dans l’ovocyte de xénope, cependant, sa micro-injection bloque la poly-

adénylation de l’ARNm de Mos induite par une MEK constitutivement active indiquant que ce 

rétrocontrôle pourrait agir sur la poly-adénylation (Howard et al., 1999).   

 

Comme nous l’avons vu, l’activation du MPF et de la voie MPAK sont des acteurs centraux 

lors de la reprise de méiose. Toute perturbation de leur régulation entraine une défaillance de 

ce phénomène.   
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L’ensemble des évènements biochimiques intervenant de la reprise de méiose de l’ovocyte de 

xénope est récapitulé dans la figure 16 

 

Figure 16 : Schéma récapitulatif des évènements biochimiques intervenant dans la reprise de méiose de l’ovocyte de 

xénope. Lorsque la progestérone se fixe sur son récepteur, elle entraine une inhibition de l’AC responsable de l’inhibition de 

l’activité PKA. Cette inhibition est à l’origine d’une synthèse protéine permettant, entre autres, la synthèse de mos et de la 

cycline B. La synthèse de Mos sera à l’origine de la mise en place de la voie MAPK permettant l’inactivation de Myt1, et 

l’activation de Cdc25c, inhibiteur et activateur respectif du préMPF. Le MPF ainsi activité permet la mise en place d’une boucle 

de rétrocontrôle positif de la synthèse protéique et de l’activité de Cdc25c.  Flèches vertes : régulation au sein de la voie MAPK. 

Flèches bleus : Régulations liées au MPF. Flèche orange : Interaction entre le MPF et les MAPK. (Modifié d’après Beaujois 

R. 2010) 

3.3. Arrêt en Métaphase II 

Si l’arrêt en prophase I de méiose est commun à toutes les espèces, l’arrêt en métaphase II est 

caractéristique de la plus grande majorité des vertébrés. 
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Suite à la stimulation hormonale, on observe un second arrêt qui, selon les espèces, se produira 

en métaphase I, métaphase II ou encore au stade pronucleus après émission du second globule 

polaire. La fécondation entrainera la levée de ce second blocage. 

3.3.1. Caractéristiques 

Les caractéristiques principales de cet arrêt en métaphase II sont la présence d’un fuseau de 

métaphase et une activité MPF élevée. Mais la présence d’une activité CSF (Cytostatic Factor) 

est aussi importante pour cet arrêt. 

À nouveau, Masui et Markert mirent en évidence un facteur impliqué dans le maintien du 

second blocage de méiose à l’aide de la micro-injection. La micro-injection de cytoplasme 

d’ovocytes matures non fécondés dans l’un des blastomères d’un embryon au stade deux 

cellules entraine un arrêt de la division de ce blastomère en métaphase alors que le blastomère 

non injecté poursuit ses divisions à un rythme normal (Masui and Markert, 1971). Les fuseaux 

métaphasiques de ces blastomères bloqués sont dépourvus d’asters, mais présentent des 

centrosomes (Meyerhof and Masui, 1979). Cette expérience a mis en avant l’existence d’un 

facteur capable d’induire l’arrêt de la division et donc le blocage en métaphase II : le CSF pour 

Cytostatic Factor. 

Les molécules composant le CSF doivent répondre à des critères spécifiques pour rendre 

compte d’une activité CSF : 

 Elles doivent être synthétisées au cours de la maturation méiotique. 

 Elles doivent être présentes et fonctionnelles en MII 

 Elles doivent être inactivées ou dégradées à la fécondation 

 

Dans le cas de l’ovocyte d’amphibien, deux types d’activités CSF sont trouvées : CSF I et CSF 

II (Meyerhof and Masui, 1977, 1979). La différence majeure portant sur leur sensibilité au 

calcium. CSF 1, présent dans le cytosol, est sensible au calcium à l’inverse de CSF II qui lui est 

insensible. En effet, il reste stable en présence de fortes concentrations de calcium (Masui, 

1974; Meyerhof and Masui, 1977). À l’inverse, l’utilisation d’EGTA, un chélateur des ions 

calcium, stabilise le CSF I (Meyerhof and Masui, 1977). En effet ce facteur cytostatique est 

instable et son activité, est stabilisée par la présence d’inhibiteurs de phosphatases comme le 

13-glycérophosphate ou le fluorure de sodium, et par la présence d’ATP (Shibuya and Masui, 

1988; Moses and Masui, 1990). Le CSF I dépend donc d’une ou plusieurs phosphoprotéines, 

actives lorsqu’elles sont phosphorylées (Shibuya and Masui, 1989).   

3.3.2. Mos / MAPK 

Mos serait responsable de l’arrêt CSF et permet la mise en place de son activité (Sagata et al., 

1989b). L’injection d’ARNm de Mos dans un des blastomères d’embryon au stade deux cellules 

entraine un arrêt de la division en phase M. Parallèlement, l’injection de cytoplasme d’ovocyte 

bloqué en métaphase II immuno-déplété en Mos dans un blastomère, emmène une perte 

d’activité CSF (Sagata et al., 1989b). Dans les ovocytes de mammifère c-Mos est également 

exprimée (Paules et al., 1989) et dégradée durant la fécondation (Watanabe et al., 1989). Cette 

dégradation peut être corrélée avec la disparation de l’activité CSF pour la fécondation. 

L’injection d’oligonucléotides antisens de c-Mos empêche l’arrêt en métaphase et provoque la 

décondensation des chromosomes ainsi que la reformation de l’enveloppe nucléaire (O’Keefe 
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et al., 1989). L’injection d’anticorps dirigés contre c-Mos dans des zygotes de souris entraine 

une absence de clivage et maintient le zygote au stade pronucleus (Zhao et al., 1991). 

C-Mos pourrait provoquer l’arrêt en métaphase II par le maintien de l’activité MPF et par 

inhibition de la dégradation de la cycline. En effet, lorsque des embryons sont injectés avec 

l’ARNm de c-Mos, on observe une absence de dégradation des cyclines et le maintien de 

l’activité MPF (Sagata et al., 1989b). Il est cependant à noter que la cinétique d’inactivation de 

Mos (90 minutes) n’explique pas la dégradation de la cycline (10 minutes) qui a lieu lors de 

l’activation. Puisque l’expression ectopique de c-Mos dans des ovocytes immatures n’induit 

pas la phosphorylation de la cycline B2 (Xu et al., 1992), la stabilisation de la cycline par c-

Mos ne serait donc pas directe. 

La voie MAPK induite par Mos joue-t-elle un rôle dans le maintien de l’activité CSF ? Lorsque 

l’on injecte MEK / MAPK / p90Rsk dans des blastomères on observe le même arrêt en 

métaphase (Haccard et al., 1993; Bhatt and Ferrell, 1999; Gross et al., 1999). De plus, lorsque 

l’on co-injecte c-Mos avec un anticorps neutralisant Mek1 (Kosako et al., 1994) ou un ARNm 

codant pour la phosphatase CL100 (Sagata, 1997) aucun arrêt n’est observé et la division reste 

normale. Cette phosphatase est connue pour être capable de déphosphoryler les MAPK Erk1 et 

Erk2. Elle bloque l'activation des MAPK dépendante de la voie Ras dans les extraits d'ovocytes 

de xénope bloqués en métaphase II (Alessi et al., 1993) et son expression ectopique provoque 

l'inactivation prématurée de MAPK, la dégradation de la cycline B et la sortie de phase M 

(Minshull et al., 1994).  

La voie Mos/MAPK semble donc essentielle à l’arrêt en métaphase II. 

3.3.3. Emi 2 (Early Mitotic Inhibitor 2) 

Emi 2 (aussi connue sous le nom Erp1) fait partie du CSF en inhibant APC/C (Anaphase-

pomoting complex/cyclosome) (Peters, 2006), une E3 ligase, responsable de la dégradation de 

la cycline B et de la sortie de métaphase II (Tunquist and Maller, 2003; Tung et al., 2005; 

Schmitt and Nebreda, 2002; Shoji et al., 2006). Emi 2 est synthétisée durant la maturation 

ovocytaire et dégradée durant la fécondation pour être synthétisée de nouveau peu de temps 

après celle-ci (Liu et al., 2006; Madgwick et al., 2006; Ohe et al., 2007; Sagata et al., 1989a; 

Schmidt et al., 2005).  

Emi2 est constituée d’une région régulatrice en N-ter et d’une région fonctionnelle en C-ter. 

Cette dernière contient une destruction box, qui rivalise avec les substrats de l’APC/C (dont la 

cycline B) pour la fixation de l’APC/C et une région de fixation du zinc (ZBR) qui semble 

inhiber l’activité ubiquitine ligase de l’APC/C (Miller et al., 2006; Schmidt et al., 2005). En 

outre, la queue se trouvant en C-terminal, dite queue RL, sert de site d'ancrage pour l' APC/C, 

permettant l’interaction inhibitrice de la destruction box et du ZBR avec l' APC/C (Ohe et al., 

2010). La région N-terminale possède les signaux nécessaires à la dégradation rapide d’Emi2 

lors de la fécondation, comprenant un site de phosphorylation de la CaMKII et un motif de 

destruction DSG reconnu par l’ubiquitine ligase SCFb -TrCP (Hansen et al., 2006; Liu and 

Maller, 2005; Rauh et al., 2005).  

Dans l’ovocyte de xénope, la voie MAPK régule à la fois la stabilité et l’activité de Emi2, 

influençant ainsi l’arrêt en MII (Inoue et al., 2007; Nishiyama et al., 2007). Rsk phosphoryle de 

façon directe Emi2 sur sa région centrale (Inoue et al., 2007) et permet le recrutement de PP2A 
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sur Emi2. En retour, Emi2 influe sur l’activité APC/C afin de réguler le niveau de concentration 

de la cycline B (Wu et al., 2007).  

 

 

Figure 17 : Implication d’Emi2 dans l’arrêt en métaphase II. Emi2 entraine une inhibition de l’APC/C responsable de la 

dégradation de la cycline B. Cdc2, en retour, et afin d’équilibrer la balance production / dégradation de Cycline B, phosphoryle 

Emi2 afin d’entrainer son inactivation.   

 

Mais les MAPK ne sont pas les seules capables d’influencer l’activité d’Emi2. Cdc2 peut 

phosphoryler Emi2 (S43 a T267) et entrainer sa déstabilisation et son inactivation. Pour inhiber 

cette action, Mos recrute la phosphatase PP2A-B56b/ε (Isoda et al., 2011; Tischer et al., 2012). 

De nombreux autres composants interviennent dans la régulation. On peut citer CK1 δ/ε qui se 

fixe au niveau de phosphorylations présentes dans la partie C-ter de Emi2 afin d’empêcher la 

fixation d’Emi2 sur l’APC/C ou encore Plk1 qui déstabilise Emi2 par phosphorylation. (Tischer 

et al., 2012) (Figure 17).  

3.3.4. Point de contrôle du fuseau 

L’arrêt CSF dépend de l’inhibition de l’APC/C. L’APC/C pour Anaphase-Promoting Complex 

est une E3 ubiquitine ligase qui marque les protéines du cycle cellulaire afin qu’elles soient 

dégradées par le protéasome. C’est un complexe constitué de 11-13 sous-unités protéiques. La 

principale fonction de l’APC / C est de déclencher le passage de la métaphase à l'anaphase par 

le marquage de protéines spécifiques devant être dégradées. Les trois protéines principales 

marquées pour la dégradation sont la sécurine et les cyclines S et M. La sécurine est une protéine 

qui inhibe la séparase, responsable de la protéolyse de la cohésine, le complexe de protéine qui 

permet la liaison des chromatides sœurs ensemble. Lorsque la sécurine subit une ubiquitination 

par l'APC/C, cela libère la séparase, qui dégrade la cohésine. Les chromatides sœurs deviennent 

libres de se déplacer vers les pôles opposés du fuseau. L'APC/C cible également les cyclines 

mitotiques, ce qui entraine l'inactivation du complexe M-CDK (mitotique kinases cycline-

dépendantes), la sortie de la mitose et la cytocinèse. 

Bien que les fuseaux des ovocytes soient normaux, un système original à l’ovocyte, comme la 

voie Mos/MAPK, pourrait activer le point du contrôle du fuseau, connu pour conduire à 

l’inactivation de l’APC/C. L’inhibition de l’APC/C est due à l’activation de composants du 

point de contrôle du fuseau (Vorlaufer and Peters, 1998; Tunquist and Maller, 2003). Comme 
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la déplétion de certaines protéines du point de contrôle du fuseau supprime la mise en place de 

l’arrêt CSF induit par Mos, il existerait un lien entre Mos et le point de contrôle du fuseau. 

Cependant, elles ne semblent pas nécessaires au maintien de l’activité CSF établi par mos. En 

effet l’immunodéplétion des protéines Bub1 (budding uninhibited by benzimidazoles 1) et 

Mad2 (mitotic arrest deficient 2), deux protéines du point de contrôle du fuseau, dans des 

extraits d’ovocytes bloqués en métaphase II n’entraine pas la perte de l’activité CSF (Tunquist 

and Maller, 2003; Tunquist et al., 2002).  

3.3.5. Cdk 2 / Cycline E 

Cdk2 associée à la cycline E est le complexe Cdk/Cycline impliqué dans la transition G1/S des 

cellules somatiques. Il permet l’initiation de la réplication. Puis, complexée à la cycline A, la 

Cdk2 contrôle la progression de la phase S. Chez le xénope, elle s’associe à la cycline E et ce 

complexe s’accumule au cours de la méiose II (Rempel et al., 1995). 

L’utilisation d’oligonucléotides antisens de Cdk2 entraine la levée de l’arrêt CSF (Gabrielli et 

al., 1993; Rempel et al., 1995). Cette activité peut être restaurée suite à la micro-injection de 

Cdk2 dans ces mêmes ovocytes. 

Cependant, l’injection d’un inhibiteur spécifique des Cdk : p21cip1 n’affecte pas l’arrêt en 

métaphase II suggérant donc qu’il n’y a aucune Cdk impliquée dans ce phénomène (Furuno et 

al., 1997). Des études dans les extraits cyclants ont par la suite démontré que la voie MAPK et 

le complexe Cdk/Cycline sont suffisants indépendamment l’une de l’autre pour induire l’arrêt 

en métaphase II (Tunquist and Maller, 2003). Il existe donc une possibilité de compensation 

par la voie MAPK lors de l’utilisation de p21cip1.   

 

3.4. Réponse à l'endommagement de l'ADN dans les ovocytes 

Cette partie s’intéresse à une particularité de l’ovocyte de xénope : il serait p53 inactif et donc 

ne serait pas sensible aux dommages à l’ADN. L’hydrogène sulfuré et le monoxyde d’azote, 

deux gazotransmetteurs que nous décrirons plus loin, sont tous les deux des génotoxiques La 

particularité de l’ovocyte de xénope nous permet de l’utiliser comme modèle d’étude des effets 

directs de ces gazotransmetteurs sur le cycle cellulaire indépendamment de leur effet 

génotoxique. 

3.4.1. Le DNA Damage Response  

Préserver l’intégrité du génome est un prérequis pour un fonctionnement optimal de la cellule 

et une transmission fidèle de celui-ci d’une cellule à l’autre. Les lésions de l’ADN sont un effet 

secondaire de la vie cellulaire comme des erreurs de réplication, la recombinaison non 

contrôlée, les mutations…  

Les lésions de l’ADN sont engendrées par trois principales sources (Lindahl, 1993; Friedberg 

et al., 2006) : 

 Des agents environnementaux tels que les ultraviolets, les radiations ionisantes et de 

nombreux composés chimiques. 

 Les espèces réactives de l’oxygène ou Reactive Oxygen Species (ROS) générées via la 

respiration cellulaire et la peroxydation des lipides. 

 L’hydrolyse spontanée des résidus des nucléotides. 
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Les processus essentiels de la cellule, tels que la transcription et la réplication, sont altérés par 

les lésions de l’ADN. La réplication d’ADN endommagé induit des mutations pouvant 

déclencher des processus de tumorigenèse. Ces lésions peuvent aussi entrainer la sénescence 

ou l’apoptose de la cellule ou un vieillissement accéléré (Mitchell et al., 2003; Akbari and 

Krokan; Sinclair and Oberdoerffer, 2009). Afin de répondre à ce phénomène 

d’endommagement de l’ADN, la cellule a mis en place des mécanismes de contrôle : le DNA 

Damage Response (DDR). Le DDR peut être divisé en une série de voies dépendantes du type 

de lésion de l’ADN (Figure 18). Elles présentent cependant des étapes communes : 

1. La détection des dommages 

2. La mobilisation des facteurs réparateurs de l’ADN au site d’endommagement 

3. La réparation de l’ADN 

Le contrôle génétique de la progression du cycle cellulaire en réponse à l’endommagement de 

l’ADN a tout d’abord était observé avec le système SOS chez d’Escherichia Coli (George et 

al., 1975) puis dans les cellules issues d’un individu porteur de la maladie ataxia telangiectasia 

de mammifères, mutées pour le gène homologue. Ce gène fut donc nommé ATM pour Ataxia 

Telangiectasia Mutated gene (Painter and Young, 1980). Ce phénomène fut par la suite observé 

dans la levure et c’est dans cet organisme que le terme de « checkpoint » fut utilisé pour la 

première fois (Weinert and Hartwell, 1988). 

 

Figure 18 : De nombreux mécanismes de réparation de l’ADN sont à l’origine du maintien de la stabilité génomique. 

L’ADN est constamment exposé à des agressions causant des lésions. Le choix du mécanisme de réparation de l’ADN est 

largement dépendant du type de lésion, mais aussi d’autres paramètres, tel que par exemple la phase du cycle de la cellule au 

moment de l’endommagement de son ADN. Quelques protéines clés impliquées dans chaque mécanisme sont indiquées dans 

le schéma. BER : Base Excision Repair, NER : Nucléotide Excision Repair, NHEJ : Non Homologous End-Joining. (Librement 

adaptée depuis Lord and Ashworth, 2012 (Lord and Ashworth, 2012). 

Le checkpoint d’endommagement de l’ADN a été, initialement, définie comme une voie de 

signalisation non essentielle qui contrôle la capacité d’une cellule à stopper son cycle en réponse 
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à des dommages de l’ADN, lui permettant ainsi de les réparer. Ce checkpoint se compose de 

voie de signalisation contrôlant : l’activation des voies réparatrices de l’ADN (Cortez et al., 

1999; Lim et al., 2000; Gatei et al., 2000; Zhao et al., 2000; Wu et al., 2000), le mouvement des 

protéines réparatrices de l’ADN jusqu’au site d’endommagement (Martin et al., 1999; Mills et 

al., 1999), l’activation de programmes de transcription (Elledge, 1996), et, selon le niveau des 

dommages l’induction de la mort cellulaire par apoptose (Lowe et al., 1993; Clarke et al., 1993; 

Xu and Baltimore, 1996; Roos and Kaina, 2006). 

3.4.2. Les dommages à l’ADN induit par les ROS 

Dans le cadre de cette thèse, les dommages à l’ADN entrainés par les ROS nous intéressent 

particulièrement du fait de la capacité des gazotransmetteurs à en produire.  

Les ROS sont des espèces chimiques à très forte réactivité capables d'oxyder les protéines, 

l'ADN et les membranes des cellules (péroxydation des lipides constitutifs). La cellule produit 

naturellement des ROS par différents mécanismes comme par exemple la respiration 

mitochondriale. Cependant, certains facteurs internes ou externes à la cellule peuvent conduire 

à la formation surnuméraire de ROS et le stress oxydatif engendré peut alors devenir délétère 

pour la cellule. Les ROS sont à l’origine de cassures de l’ADN (simple et double brins) 

entrainant la mise en place du DDR par la voie dite « p53 dépendante » (Pour revue, voir : Ray 

et al. 2012).  

Le facteur de transcription p53 est impliqué dans l’arrêt transitoire du cycle cellulaire de la 

cellule en réponse à l’endommagement de l’ADN ou en cas de mutation afin de permettre à la 

cellule de réparer son ADN. Cette protéine est aussi nommée « le gardien du génome ». Lorsque 

la réparation est impossible, p53 maintient le blocage et oriente alors la cellule vers un 

mécanisme de mort, principalement par apoptose. Il est estimé qu’une mutation fonctionnelle 

de TP53, le gène codant pour la protéine p53, se produit dans 50% des cancers humains 

(Vousden and Lu, 2002).  

Lorsque la cellule n’est pas soumise à un stress oxydatif sévère, le niveau d’expression de p53 

est extrêmement bas dans la plupart des tissus, du fait du court temps de vie de la protéine 

(Woods and Vousden, 2001). Dans des conditions physiologiques normales de température, la 

protéine WT de p53 est majoritairement non structurée (dépliée à plus de 50%) et montre de 

faibles capacités de liaison à l’ADN (Bell et al., 2002). De nombreux mécanismes post-

transcriptionnels, tels que des phosphorylations, des acétylations et des sumoylations, 

contribuent à la stabilisation et l’activation de cette protéine (pour revue, voir Woods & 

Vousden 2001).    
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Figure 19 : Voie d’apoptose p53-dépendante en réponse aux ROS : Flèches vertes : Niveau de ROS physiologique, le 

stress oxydatif n’entraine pas de réponse apoptotique de la cellule. Flèches noires : En présence d’un haut taux de ROS le 

stress oxydatif devient cytotoxique et entraine une réponse apoptotique de la cellule. (Librement adapté depuis P53 and ROS : 

a convoluted story de (Liu, 2007) ) 

Lorsque le niveau de ROS augmente, le stress oxydatif devient cytotoxique. La protéine p53 

subit alors une translocation vers la mitochondrie. Dans les mitochondries, p53 inhibe 

directement les protéines anti-apoptotiques MnSOD, Bcl-2 et Bcl –xL et active les protéines 

pro-apoptotiques Bax, Bak et Bad. Ces évènements conduisent à une augmentation des ROS et 

à une libération du cytochrome c qui déclenchent la cascade des caspases et donc l'apoptose. 

p53 subit, plus tardivement, une translocation vers le noyau, où il transactive des protéines pro-

oxydatives et inhibe la transcription de protéines antioxydantes, induisant une augmentation 

des ROS. Cette augmentation a pour but de réguler positivement la production de p53 (Liu, 

2007). L’ensemble de ces évènements est résumé dans la figure 19. 

3.4.3. L’ovocyte de xénope : un modèle p53 inactif 

Si l’absence de DDR dans les embryons de xénope jusqu’à la transition blastuléenne est 

aujourd’hui un fait établi et admis (pour revue voir (Peng et al., 2014), la présence ou non d’un 

DDR fonctionnel dans les ovocytes de xénope n’est pour le moment pas clairement démontrée.  

La protéine p53 ne serait pas fonctionnelle dans l’ovocyte de xénope, (Tchang et al., 1993) mais 

est tout de même présente (ARN et protéine). La protéine p53 est exprimée à partir du stade III 

de l’ovogenèse et augmente rapidement par la suite pour atteindre son plus haut taux 

d’expression dans les ovocytes de stade VI. Ce niveau de p53 est maintenu constant durant les 

phases du développement du xénope, jusqu’au stade têtard. L’inactivation de p53 serait en 

partie due à sa localisation puisque cette protéine, présente en très grande quantité, est localisée 

majoritairement dans la fraction cytoplasmique de l’ovocyte (Tchang et al., 1993), sans que 
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cela puisse être imputé à l’absence du signal de localisation nucléaire (Soussi et al., 1990; 

Shaulsky et al., 1990). De même, d’autres protéines connues pour être nucléaires, telles que 

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), sont retrouvées dans la fraction nucléaire de 

l’ovocyte indiquant que le stockage de p53 dans le cytoplasme serait caractéristique ou 

spécifique de cette protéine.  

D’autres exemples de cette absence de localisation nucléaire de p53 ont été reportés dans des 

fibroblastes embryonnaires 3T3 non transformés (Rotter et al., 1983). Dans les cellules 

embryonnaires fibroblastiques de souris Balb/c 3T3, p53 s’accumule dans le cytoplasme durant 

la phase G1 et n’entre dans le noyau que peu de temps avant le début de la synthèse d’ADN ; 

lorsque la cellule progresse en phase S, p53 est peu à peu relocalisée dans le cytoplasme 

(Shaulsky et al., 1990). Aussi, la présence de p53 cytoplasmique dans l’ovocyte de xénope 

n’apparait pas un cas isolé. Un ovocyte est une cellule arrêtée en prophase I de méiose, stade 

où la synthèse d’ADN est complète. Cet arrêt dans le cycle cellulaire pourrait expliquer la 

localisation de p53. 

De même, durant l’ovogenèse il est observé un fort taux de transcription, permettant un 

stockage des ARNm maternels qui soutiendront les activités nécessaires au développement 

précoce. La localisation cytoplasmique de p53 serait un mécanisme permettant d’éviter la 

répression de la transcription des gènes maternels par cette protéine. En effet, l’injection de 

p53, d’humain ou de xénope, dans le noyau d’ovocytes de xénope est suffisante pour entrainer 

une répression de la transcription dans ces ovocytes (Amariglio et al., 1997). La présence 

cytoplasmique de p53 s’accompagne d’une inactivité de la protéine puisque, ainsi localisée, 

p53 ne peut accomplir sa fonction de facteur de transcription. L’ovocyte de xénope peut être 

défini comme un modèle p53 inactif.  
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Partie IV : Les gazotransmetteurs 

4.1. Généralités 

L’intervention des gazs comme messagers moléculaires dans les cellules repose sur 

l'observation de la capacité du monoxyde d’azote à être un vasodilatateur et un acteur de la 

réponse immunitaire des macrophages (Review : Moncada et al. 1991). Cependant, durant de 

nombreuses années et d’après les premières études, le monoxyde d’azote ne fut désigné que 

comme un neurotransmetteur ou neuromodulateur,  cantonné au cerveau et système nerveux 

périphérique (Bredt et al., 1990; Bredt and Snyder, 1989; Nelson et al., 1995).  

Le second gaz identifié comme gazotransmetteur fut le monoxyde de carbone, lui aussi produit 

de manière physiologique. Parce qu’il n’était pas produit seulement au niveau du cerveau, mais 

aussi notamment au niveau de l’intestin (Verma et al., 1993; Zakhary et al., 1997; Xue et al., 

2000; Boehning et al., 2004), le terme de gazotransmetteur ou gazomédiateur fut utilisé afin de 

désigner un gaz transmettant des informations dans différentes parties du corps autre que le 

cerveau. 

Les gazotransmetteurs se définissent donc comme des gaz produits par l’organisme, ayant la 

capacité de traverser librement les membranes et transmettant des informations dans le corps 

de façon générale. Pendant longtemps, l’hydrogène sulfuré n’a pas été classé comme 

gazotransmetteur car sa production n'avait pas été détectée dans l’organisme. En effet, dans le 

corps, les bactéries et plus particulièrement celles de la flore intestinale sont la source la plus 

abondante de H2S. Récemment, la découverte d’enzymes responsables du métabolisme de 

l’H2S dans les cellules eucaryotes du cerveau fit entrer ce gaz dans la famille des 

gazotransmetteurs.  

 

4.2. L’hydrogène sulfuré 

4.2.1. Généralités 

C’est en 1777 que Carl Wilhelm Scheele caractérisa pour la première fois l’hydrogène sulfuré 

(H2S) dans « Chemische Abhandlung von der Luft und dem Fueur » (Observation chimique de 

l’air et du feu). Considéré surtout  comme un polluant environnemental, le H2S est également 

reconnu comme un membre de la famille des gazotransmetteurs avec le monoxyde d’azote et 

le monoxyde de carbone. Il diffuse rapidement à travers les membranes cellulaires sans 

transporteur (Szabó, 2007), ce qui fait de lui un second messager rapide.  

 

H2S est impliqué dans de nombreux phénomènes physiologiques. L’hydrogène sulfuré est 

produit de façon endogène dans de nombreux organes (foie, rein, poumon, cerveau, cœur, 

thymus, testicules)  (Wang 2002, Li and Moore 2008) et sur les sites inflammatoires (Szabó, 

2007). Ce gaz, incolore et inflammable, possède une odeur caractéristique d’œufs pourris. 

Lorsque sa concentration est inférieure à 1 ppm, il est soluble dans l’eau (1 g dans 242 mL à 

20°C). Ce gaz est mortel à fortes concentrations (Tableau 3). Dans l’eau et le plasma, l’H2S est 

un acide faible dont le pKa à 37°C est de 6,76. La concentration d’hydrogène sulfuré contenue 

dans le cerveau, le plasma et d’autres tissus a été mesurée et des doses remarquablement hautes 

ont pu être détectées. Par exemple, dans le plasma de rat ou d’humain, une quantité 

approximative de 50 µM d’hydrogène sulfuré a pu être mesurée (Zhao et al., 2001) ainsi que 
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des concentrations jusque 100 µM dans des homogénats de cerveau de rat (Richardson et al., 

2000). Des concentrations d’H2S de 0,3 à 3,4 mM sont retrouvées dans les fèces humaines 

(Florin, 1991; Pochart et al., 1992; Richardson et al., 2000). 

Tableau 3 : Récapitulatif des effets délétères du H2S en fonction de sa concentration dans l’air. 

 

À un pH physiologique (7,4), il existe moins de 20% de H2S en solution en tant que composé 

non dissocié et le reste est dissocié de HS (anion hydrosulfide) et H+. La dissociation du HS en 

anion sulfide  (S) se produit uniquement à pH élevé et est insignifiante en conditions 

physiologiques. Puisque H2S et HS coexistent de façon permanente en solution aqueuse, il est 

possible de séparer leurs effets et de conclure sur leurs implications respectives dans les 

processus de signalisation. 

4.2.2.  Biosynthèse et Catalyse 

L’H2S est synthétisé, dans les tissus de mammifère, par des enzymes endogènes et/ou par une 

voie non enzymatique consistant en la réduction de thiols et de molécules contenant du thiol. 

Les enzymes responsables de la synthèse d’H2S sont conservées au cours de l’évolution et sont 

produites dans de nombreuses espèces comme dans des organismes modèles tels que S. Pombe, 

ainsi que chez les mammifères. Trois enzymes sont responsables du métabolisme du l’H2S 

(Figure 20) :  

 La cystathionine-β-synthase (CBS) 

 La cystathionine-γ-lyase (CSE) 

 La 3-mercapto-sulfurtransferase (3-MPST ou MPST) 

Les cystathionines servent d’intermédiaire dans divers cycles impliquant des acides aminés 

soufrés.  

Concentration d’exposition (mg/m3) Effets Référence 

0,011 Seuil pour sentir l’odeur (Amoore and Hautala, 1983) 

2,8 
Constriction branchiale chez les 

individus asthmatiques 
(Jäppinen et al., 1990) 

5,0 Augmentation des douleurs oculaires (Vanhoorne et al., 1995) 

7 ou 14 

Augmentation de la concentration en 

lactate du sang, baisse de l’activité 

citrate synthase du muscle 

squelettique,  baisse dans le taux 

d’oxygène dans le sang 

(Bhambhani and Singh, 1991) 

5-29 Irritation oculaire (IPCS, 1981) 

28 
Fatigue, perte d’appétit, maux de tête, 

irritabilité, perte de mémoire, vertiges 
(Ahlborg, 1951) 

>140 Paralysies olfactives (Hirsch and Zavala, 1999) 

>560 Détresse respiratoire (Spolyar, 1951) 

>700 Mort (Beauchamp et al., 1984) 
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Figure 20 : Métabolisme de l’H2S. Trois enzymes sont responsables de la formation de l’H2S au sein de la cellule. La CBS 

(cystathionine-β-synthase), la CSE (cystathionine-γ-lyase) et MPST (3-mercapto-sulfurtransferase) permettent la formation 

d’H2S à partir de la cystéine par trois voies de synthèse. 

Le gène CBS est localisé sur le chromosome 21 chez l’Homme en 21q22.3 (Münke et al., 1988). 

Chez l’Homme et la souris, CBS existe sous la forme d’un homotétramère ayant un poids 

moléculaire de 63 Kda. Chaque sous-unité est capable de se lier à différents cofacteurs tel que 

la S-adenosyl-methionine (SAM) et l’hème (Miles and Kraus, 2004; Banerjee and Zou, 2005). 

L'hème semble être un capteur du potentiel redox, tandis que SAM est un activateur allostérique 

de l'enzyme. La liaison de l’hème de CBS se fait en partie N-terminale alors que SAM se fixe 

sur le domaine C-terminal de la protéine. La partie C-terminale de CBS contient une répétition 

en tandem de deux domaines "CBS" qui semblent agir comme inhibiteurs de la fonction 

enzymatique puisque leur suppression active CBS (Shan and Kruger, 1998; Taoka et al., 1998; 

Kery et al., 1998). Ces domaines CBS peuvent être sumoylés sur la Lysine 211. Cette 

sumoylation entraine la localisation nucléaire de la protéine, expliquant la quantité relativement 

forte de CBS dans le noyau (Kabil et al., 2006; Agrawal and Banerjee, 2008). Les niveaux 

élevés de CBS dans le cerveau, ont entrainé la proposition que CBS est la principale source 

physiologique de formation de H2S (Abe and Kimura, 1996). Néanmoins, il a ensuite été prouvé 

que cette enzyme est exprimée dans la foie, les reins, le cerveau, l'iléon, l'utérus, le placenta et 

les îlots de Langherans du pancréas (Kimura, 2011). 

La CSE, produite dans le foie, les reins, l’aorte thoracique, l'iléon, la veine porte, l'utérus, le 

cerveau, les îlots pancréatiques et le placenta (Kimura, 2011), est sélectivement activée par le 

couple calcium/calmoduline (Yang et al., 2008). La preuve définitive que la CSE est une source 

physiologique d’H2S fut établie chez des souris knock-out CSE (Yang et al., 2008). En effet, 

ces souris montrent des niveaux de H2S dans l'aorte et le cœur réduits d'environ 80 % versus 

une réduction de 50 % chez les souris hétérozygotes. Les taux sériques d’H2S dans les souris 

knock-out homozygotes et hétérozygotes sont réduits respectivement de 50% et 20%. L’étude 

de ces souris nullizygotes pour CST permit d’établir le CSE comme un produit de la physiologie 

normale des mammifères, mais aussi comme une source d’H2S. 

La MPST est l’enzyme du métabolisme d'H2S découverte le plus récemment. Son importance 

a été démontrée par l’utilisation de souris KO. Il a été prouvé que le H2S est produit à partir de 

la cystéine dans des homogénats de cerveau de souris knock-out CBS et que le production 

Methionine

Homocystéine

Cystathionine

Cystéine

CBS

CSE

Cystéine

Cystéine

Cystine

3-mercaptopyruvateH2S

MPST AT
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dépend de la présence d' α-cétoglutarate (Shibuya et al., 2009b). Ces observations ont suggéré 

qu’il existait une autre enzyme produisant du H2S, qui n’est ni CBS ni CSE. Sa localisation a 

tout d’abord été désignée comme étant neuronale, mais elle est aussi présente dans le foie, les 

reins, le cœur, les poumons, le thymus, les testicules, l'aorte thoracique et le cerveau (Kimura, 

2011) ; elle agirait de concert avec une cystéine aminotransférase (CAT) pour former le H2S 

(Shibuya et al., 2009b). Il a été proposé que MPST ne soit pas une enzyme clé du métabolisme 

du H2S, mais un intermédiaire (Shibuya et al., 2009b).  

 

Figure 21 : Biosynthèse et la dégradation de l'hydrogène sulfuré (H2S) dans des cellules de mammifères (modifié depuis 

(Li et al., 2011)). L’H2S est synthétisé à l'intérieur de la cellule à partir de la cystéine via la cystathionine γ-lyase (CSE), la β-

synthetase cystathionine (CBS), ou 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase (3-MPST) comme une extension de la voie de trans-

sulfuration. L'interconversion d'acides aminés et de métabolites contenant du soufre est réalisée par la cystéine aminotransférase 

(CAT), la cystéine dioxygénase (CDO), et cystéine lyase (CL). GSSG = glutathion oxydé, GSH = glutathion réduit, R-SH 

représente un intermédiaire thiol, SO = sulfite oxydase, TSMT = thiol S-méthyltransférase.  

L’H2S est produit via la L-cysteine par quatre voies différentes : la cystathionine-β-synthase 

(CBS, EC 4.2.1.22) agit sur la L-cystéine pour produire de l’H2S et de la L-sérine ; la 

cystathionine-γ-lyase (CSE, EC 4.4.1.1) forme de la thiocystéine à partir de la cystine qui est 

réarrangée pour former de l’H2S ; la cystéine aminotransferase (CAT, EC 2.6.1.3) catalyse la 

réaction de la L-cysteine avec des cétoacides (α-kétoglutarate) pour former de la 3-

mercaptopyruvate qui est ensuite désulfurée par la 3-mercapto-sulfurtransferase (3MST, EC 

2.8.1.2) afin de former de l’H2S ; enfin, la cystéine lyase (CL, EC 4.4.1.10) convertit la L-

cysteine et du sulfite en L-cysteate et H2S. Le Pyridoxal 5’-phosphate (PPP) est un cofacteur 

indispensable de CBS, CAT, CSE et CL alors que 3MST est dépendant du zinc. CAT et 3-
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MPST sont toutes deux mitochondriales alors que CBS et CSE seraient exclusivement 

cytosoliques (Li et al., 2011) (Figure 21). 

Les mécanismes du métabolisme du H2S n’ont pas totalement été élucidés. Néanmoins, 

certaines voies de catalyse sont déjà connues. H2S réagit avec la méthémoglobine pour former 

de la sulfhémoglobine. De plus, l’H2S est rapidement oxydé en thiosulfate (S2O3
2-) par la 

mitochondrie puis est converti en sulfite (SO3
2-) et en sulfate (SO4

2-). L’H2S subit également 

une méthylation par du thiol-S-méthyltransférase (EC 2.1.1.9) pour donner du méthanéthiole 

(CH3SH) et du sulfure de diméthyle (CH3SCH3), et il est également un substrat (en particulier 

dans le côlon) pour la rhodanése (thiosulfate : cyanure sulfurtransférase; CE 2.8.1.1), 

conduisant à la formation de thiocyanate (SCN-) et SO4
2 -. Mais, bien que le H2S soit utilisé de 

différentes manières, il reste un agent réducteur puissant, susceptible d'être consommé par les 

espèces oxydantes endogènes dans le système vasculaire, comme la péroxynitrite (Whiteman 

et al., 2004), supéroxyde (Chang et al., 2008), et le péroxyde d'hydrogène (Geng et al., 2004b). 

À ce titre, l’H2S fait partie de la famille des espèces réactives du soufre, famille incluant les 

thiols, les S-nitrosothiols, les acides sulféniques et les sulfites. L’ensemble des réactions de 

biosynthèse et de catabolisme de l’H2S est résumé dans la figure 21.  

4.2.3. Effets tissulaires 

Des études récentes ont posé l’H2S comme une molécule signal ayant un rôle dans de nombreux 

processus physiologiques : la réaction inflammatoire, la prolifération cellulaire, des effets sur 

le système cardiovasculaire et nerveux (Li et al., 2011; Baskar and Bian, 2011; Li and Moore, 

2008). Les thématiques portant sur les effets de l’H2S sur le système sanguin, cardiovasculaire 

et à la réaction inflammatoire restent les plus largement étudiées à ce jour. 

4.2.3.1. Effets sur les vaisseaux sanguins 

H2S provoque la relaxation des vaisseaux sanguins (Zhao et al., 2001). L’utilisation de souris 

KO pour la CSE a permis d’étudier l'hypothèse que le H2S soit un EDRF (Endothelium-derived 

relaxing factor), c’est-à-dire un composé produit et libéré par l'endothélium pour favoriser la 

relaxation des muscles lisses. Les souris nullizygotes pour CSE développent une hypertension 

dépendante de l'âge. La pression artérielle des hétérozygotes ressemble à celle des homozygotes 

à un âge précoce, mais à dix semaines, les souris homozygotes affichent des niveaux plus élevés 

de 10 mm Hg que les hétérozygotes. La différence la plus importante est caractérisée après 

douze semaines,  avec des pressions sanguines jusqu’à 18 mm Hg plus élevées que pour les 

souris témoins (Yang et al., 2008; Nelson et al., 1995). Cette différence d’hypertension 

dépendante de l’âge peut être mise en parallèle aux taux d’expressions du CSE qui atteignent 

des niveaux maximum trois semaines après la naissance (Ishii et al., 2004). 

Cependant, comme la relaxation du muscle vasculaire lisse n'a pas été affectée ou seulement 

légèrement améliorée, en présence de l'endothélium et du donneur de H2S, des doutes ont été 

émis sur la classification du H2S comme EDRF. Une nouvelle hypothèse fut donc posée selon 

laquelle le H2S pourrait plutôt stimuler l'endothélium pour libérer des EDRF ou des EDHF 

(Endothelium-derived hyperpolarizing factor) et interagir avec eux, hypothèse invalidée par la 

suite (Zhao et al., 2001). L’hypothèse que tous les EDRF ne soient pas strictement semblables 

a alors été émise (Hosoki et al., 1997; Zhao and Wang, 2002). L’EDRF le plus connu est le 

monoxyde d’azote, aussi le composé EDRF produit par les cellules endothéliales en culture en 

présence de H2S a été comparé avec ce dernier. Il a été démontré qu’il existait des différences 

entre le NO et le EDRF produit en présence de H2S, telles que l’absence de la capacité à 
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détendre le muscle lisse ou la capacité à hyperpolariser les muscles lisses (Shikano et al., 1988; 

Chen et al., 1988). Ces nouveaux EDRF ont donc été désignés comme EDHF  (hyperpolarizing 

factor) (Chen et al., 1988).  

Des recherches ultérieures ont démontré la présence de presque toutes les enzymes du 

métabolisme de H2S au niveau des cellules endothéliales chez le rat, remettant en cause les 

affirmations précédentes (Shibuya et al., 2009b; a). Encore aujourd’hui l’H2S est considéré 

comme un potentiel candidat des EDRF.  

4.2.3.2. Effets sur l’inflammation  

Il existe une littérature abondante et contradictoire sur les rôles potentiels de H2S dans 

l'inflammation. Certaines études indiquent que l’H2S endogène serait anti-inflammatoire. 

L'inhibiteur de CSE, le β-CNA, augmente nettement l’adhérence des leucocytes à l’endothélium 

(un des premiers évènements de l'inflammation, associée à leur migration ultérieure dans le 

tissu sous-jacent) dans le cas d’un œdème de la patte provoqué par le carraghénane. Les 

donneurs de H2S montrent des effets anti-inflammatoires en inhibant la fixation des leucocytes 

sur l’endothélium et la réduction de l’œdème induit par le carraghénane (Zanardo et al., 2006). 

Les donneurs de H2S réduisent la douleur viscérale dans un modèle de distension colorectale 

(Distrutti et al., 2006) et sont capables de diminuer la colite chez les rats (Fiorucci et al., 2007). 

Au contraire, certaines études indiquent une action pro-inflammatoire de H2S. Les niveaux de 

H2S et d’expression de CSE sont augmentés dans plusieurs modèles d'inflammation, et 

l'inhibiteur de CSE, GCP, réduit l'inflammation dans certains de ces modèles (Mok et al., 2004; 

Bhatia et al., 2005b; a; Collin and Thiemermann, 2005). De plus, l’utilisation de NaHS sur des 

cellules U937 de lymphome, induit la synthèse de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-6, 

IL-1β) en régulant positivement le  NF-kB (Nuclear Factor-Kappa B) et en entrainant une 

activation de la voie MAPK (Zhi et al., 2007). 

Une autre étude a relié l’H2S et l’inflammation. Cette étude a montré pour la première fois que 

les taux d’H2S sont plus élevés dans le liquide synovial de genou de patients souffrant de 

polyarthrite rhumatoïde ou d'arthrose comparés à un groupe contrôle (Whiteman et al., 2010). 

Ces niveaux sont corrélés aux conditions inflammatoires des patients atteints de ces maladies.  

4.2.3.3. Effets sur le système nerveux 

4.2.3.3.1. Action sur les cellules neurales et gliales 

À des concentrations physiologiques (plasma ≈ 50 µM, cerveau ≈ 100 µM), l’H2S améliore la 

potentialisation à long terme (LTP). Le NaHS, un donneur de H2S, ou de faibles stimulations 

tétaniques de tranches d'hippocampe de rat utilisé individuellement ne sont pas capables de 

susciter des LTP, tandis que l'application simultanée des deux conduit à de fortes LTP (Abe 

and Kimura, 1996). L'effet du H2S sur les LTP est aboli par les antagonistes des récepteurs 

NMDA. Les récepteurs NMDA possèdent des cystéines réactives, il est donc possible que le 

H2S régule ces récepteurs par le biais de S-Sulfhydration (voir section 4.2.4.).  

Outre ses actions sur les neurones, H2S semble aussi capable d’influencer les astrocytes (Nagai 

et al., 2004) et jouerait aussi un rôle de médiateur dans l’interaction entre les neurones et leur 

environnement glial. Les cellules gliales assurent le maintien de l'homéostasie, produisent la 

myéline et jouent un rôle de soutien et de protection du tissu nerveux en apportant les nutriments 

et l'oxygène, en éliminant les cellules mortes et en combattant les pathogènes. Bien que les 

cellules sans modification électrique soient définies comme appartenant à la glie, des études 
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récentes ont montré que les cellules gliales sont, en réalité, des cellules électriquement actives, 

présentant des récepteurs aux neurotransmetteurs et capables de répondre lorsque des messages 

leurs sont transmis (Cornell-Bell et al., 1990). Les donneurs de H2S provoquent des vagues 

d'augmentation du niveau intracellulaire de calcium dans les astrocytes. L’augmentation de 

calcium intracellulaire survient rapidement après l’exposition aux donneurs de H2S puis 

disparait lentement, alors que les vagues de calcium décroissent rapidement. Il existe des 

interactions réciproques entre les neurones et les cellules gliales : l'activité neuronale entraine 

des vagues de calcium au niveau des cellules gliales, et ces vagues de calcium gliales conduisent 

l’activité neuronale (Dani et al., 1992). La  vague de Ca2+ semble, dans la plupart des cas, être 

activée sur les sites de contact avec des neurones, ce qui suggère que cette vague gliale est 

amorcée par l'excitation neuronale (Charles, 1994). 

4.2.3.3.2. Neuroprotection 

L’H2S peut également intervenir en tant que neuroprotecteur, notamment dans le cadre de la 

neurotoxicité induite par le glutamate. Dans les cultures de cellules du cerveau, cette 

neurotoxicité implique, au moins en partie, l'inhibition de l'absorption de la cystine. Une cystine 

/ glutamate antiporteur entraine un afflux de cystine et un efflux de glutamate. Ce processus est 

bloqué par une forte concentration de glutamate exogène qui est cytotoxique via un processus 

nommé oxytosis (Tan et al., 2001). Le glutamate permet de réduire les niveaux de glutathion 

intracellulaire, et ils sont tous deux augmentés en présence de H2S dans les cellules non traitées 

ou exposées au glutamate (Kimura and Kimura, 2004). Le glutathion est produit par le 

métabolisme séquentiel de deux enzymes, la c-glutamyle cystéine synthétase (c-GCS) et la 

glutathion -synthétase (GS). H2S augmente l'activité de c-GCS et les niveaux de c-glutamyle 

cystéine, mais il n'a aucun effet sur GS (Kimura and Kimura, 2004). Les niveaux d' ARNm et 

de protéines de c-GCS ne sont pas modifiés dans les cellules exposées à H2S, et l'activité de c-

GCS dans des homogénats du cerveau n’est pas affectée en présence de H2S (Kimura et al., 

2010). Ces observations indiquent que l’amélioration de l'activité c-GCS par H2S n’est causée 

ni par la régulation transcriptionnelle, ni par le contact direct de c-GCS avec H2S. Puisque 

l'activité de c-GCS est renforcée uniquement lorsque les cellules sont exposées à H2S, 

l’hypothèse émise est l'activation de récepteurs sur la surface de la cellule pour initier un signal 

intracellulaire qui peut améliorer l'activité de l'enzyme. Appuyant ce modèle, le buthionine 

sulfoximine, qui inhibe la γ-glutmaylecysteine synthase (CE 6.3.2.2), une enzyme limitante 

dans la biosynthèse du glutathion, empêche le H2S de provoquer une augmentation du 

glutathion et donc la survie des cellules. Le H2S provoque une augmentation du glutathion en 

stimulant l'entrée de cystine dans les cellules, inversant alors l'inhibition du transport de cystine 

par le glutamate (Kimura and Kimura, 2004). 

Enfin, outre la protection contre la toxicité de l'oxydation du glutamate, H2S protège les cellules 

contre le stress oxydatif, tel que celui causé par H2O2 (Kimura et al., 2010) 

4.2.3.4. Effets au niveau cardiovasculaire  

Comme il protège les neurones du stress oxydatif (Kimura and Kimura, 2004), le H2S protège 

aussi le muscle cardiaque contre l’ischémie. Appliqué de manière exogène, H2S diminue la 

nécrose des tissus après infarctus, induite par l'isoprotérénole et baisse le taux de mortalité 

(Geng et al., 2004a). Il est également capable d'atténuer la diminution de la contractilité du 

myocarde induite par l’isoprotérénole. Un donneur de H2S, le NaHS, permet de réduire la zone 

de nécrose de l'infarctus, induite par la ligature de l’artère du coronaire gauche. Cette protection 

peut être inhibée par l’utilisation de bloqueurs des canaux KATP (canaux potassiques sensibles 



72 
 

à l'ATP), la glibenclamide ou le sodium 5-hydroxydecanoate (Johansen et al., 2006). 

L'activation des canaux KATP ainsi que des canaux CFTR (Cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator) protège les neurones contre le stress oxydatif par la stabilisation du 

potentiel de membrane (Kimura et al., 2006). Le même mécanisme pourrait également être 

impliqué dans la protection du myocarde contre les lésions ischémiques. 

L’application du H2S au moment de la reperfusion limite la taille de l'infarctus et préserve la 

fonction ventriculaire gauche (Elrod et al., 2007). Des souris transgéniques ayant une 

surexpression de CSE présentent une augmentation des niveaux de H2S au niveau du myocarde 

ainsi qu’une réduction de la taille de l'infarctus après une ischémie induite par reperfusion. 

L'analyse histologique montre que l'administration de H2S permet de diminuer sensiblement 

l’hémorragie et la nécrose ainsi que le nombre de leucocytes dans la zone ischémique. Le H2S 

diminue également les niveaux d’interleukine-1 du myocarde et d’interaction entre les 

leucocytes et les cellules endothéliales (Elrod et al., 2007). 

4.2.3.5. Effets sur le système reproducteur et la reproduction 

Les trois enzymes du métabolisme de l’H2S sont détectées dans les organes de reproduction, 

aussi bien chez le mâle que la femelle (Srilatha et al., 2009; Patel et al., 2009; Sugiura et al., 

2005). Les taux d'expression de ces protéines suggéraient qu'elles puissent exercer un rôle au 

sein de ces organes ou que des altérations du métabolisme de H2S puissent conduire à des 

anomalies de reproduction. La majorité des recherches reliant H2S et la reproduction chez le 

mâle se sont focalisées sur les capacités de H2S en tant que vasodilatateur, et potentiel correcteur 

de troubles de l’érection (d’Emmanuele di Villa Bianca et al., 2009; Srilatha et al., 2006). La 

fonction pro-érectile de H2S a été décrite chez le rat, le lapin (Srilatha et al., 2007), les primates 

(Srilatha et al., 2006) et l'homme (d’Emmanuele di Villa Bianca et al., 2009). Des profils 

d'expression différents ont été rapportés dans les testicules de rat, pour CBS et CSE, où CSE 

est détectée seulement dans les cellules de Sertoli tandis que CBS est observée dans les cellules 

de Sertoli, les cellules de Leydig et les gamètes (Sugiura et al., 2005). Si un rôle pour H2S a pu 

être suggéré dans la physiologie du testicule (Oi et al., 2001), cette hypothèse n'a pas été 

largement étayée, ni relayée.  

Chez la femelle, les enzymes du métabolisme de H2S ont été détectées au niveau du vagin, de 

l'utérus et des ovaires, ainsi qu'au niveau du placenta et des tissus embryonnaires (Srilatha et 

al., 2009; Patel et al., 2009; Zhu et al., 2011). Il a été notamment démontré que le H2S était 

produit de façon ubiquitaire tout au long de l'épithélium des trompes de Fallope et qu’il était 

nécessaire à la relaxation des contractions spontanées de l’oviducte. Lorsque le métabolisme du 

H2S est perturbé de façon pharmacologique (par l’utilisation d’inhibiteurs des enzymes) ou 

génétique, on observe une rétention des embryons dans l’oviducte et un retard de 

développement (Ning et al., 2014). Ce type d'étude corrobore les observations selon lesquelles 

l'altération du taux métabolique de H2S est associée à une augmentation du taux d'avortements 

spontanés (Hemminki and Niemi, 1982). De manière générale, les effets de H2S dans les tractus 

génitaux ont été attribués aux effets vasodilateurs de H2S (Bhatia, 2005). Au niveau du placenta, 

les effets de H2S seraient relatifs à l'hypoxie, notamment dans le cas de pré éclampsie 

(Soleymanlou et al., 2005; Patel et al., 2009). Une première étude s'était intéressée aux effets 

du H2S sur la fertilité et le développement de la progéniture de rats mâles vierges et femelles 

Sprague-Dawley, rats blancs non consanguins. Les rats femelles avaient été exposées au H2S 

6h/jour 7 jours/semaine, à des concentrations de 10 à 80 ppm durant deux semaines avant 

l’accouplement, contre 70 jours pour les rats mâles. L’exposition avait été prolongée jusqu’à 
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19 jours après fécondation pour les femelles gestantes. Après leur naissance, les ratons avaient 

été exposés sur une durée de 5 à 19 jours. L’étude ne reportait aucune différence statistique 

entre les performances reproductives des rats traités et des rats contrôles. Il n’y avait pas de 

différence dans le nombre de ratons vivants par portée, le nombre de ratons par portée et dans 

le temps de gestation. Le développement des ratons n’est pas affecté par l’exposition au H2S. 

L’étude suggérait donc qu’il n’existait pas d’effet du H2S sur le reproduction et le 

développement lorsqu'il est en excès dans le milieu (Dorman et al., 2000). Par ailleurs, l'étude 

de Hemmiki et Niemi (1982) a été remise en cause dans la mesure où la cohorte de sujets 

pouvait avoir été soumise à d'autres polluants que le H2S, ce qui aurait biaisé l'étude.  

Néanmoins, d'autres études chez les murins ont suggéré des rôles physiologiques pour CBS et 

CSE dans les organes de reproduction (Zhu et al., 2011). Les souris nullizygotes pour CBS 

montrent des défauts de reproduction (Liang et al., 2006), avec une diminution de la masse 

utérine, sans anomalie ovarienne (Guzmán et al., 2006). Toutefois, l'invalidation de CBS génère 

une diminution du nombre de follicules (Guzmán et al., 2006) et l'inhibition de la maturation 

ovocytaire (Liang et al., 2007). Il est à noter que, pourtant, CBS n'avait pas été détectée dans 

les ovocytes (Liang et al., 2006). Par contre, il semble que CSE ne soit pas impliquée dans les 

fonctions utérine ou ovarienne puisque les souris knock out pour CSE ne présentent pas 

d'anomalies de reproduction (Yang et al., 2008). De manière similaire, les souris nullizygotes 

pour MPST ne semblent pas présenter d'anomalies au niveau des organes et fonctions de 

reproduction (Nagahara et al., 2013). 

4.2.4. Effets sur la progression du cycle cellulaire 

4.2.4.1. Effet sur les cellules cancéreuses 

Les effets du NaHS, sur la prolifération semblent être principalement dépendants de la 

concentration utilisée, mais aussi du type cellulaire (Tableau 4).  

En effet, le NaHS  entraine une augmentation de la prolifération sur des cellules endothéliales 

RF6/A lorsqu’il est utilisé à des concentrations de 10 et 20 µmol/L. L’augmentation de la 

prolifération est accompagnée d’une augmentation de la phosphorylation d’Akt qui évolue au 

cours du temps pour attendre un pic à 30 minutes et prend fin après 1 h. La stimulation d’Akt 

passerait par la PI3K puisque cette phosphorylation est abolie en présence de wortmannin et 

LY 294002, deux inhibiteurs de PI3K (Cai et al., 2007). Cette augmentation de la prolifération 

est observée dans de nombreux autres types cellulaires : des cellules du cancer du côlon HCT 

116 (Cai et al., 2010), des cellules épithéliales intestinales (Deplancke and Gaskins, 2003), des 

cellules de Cajal (Huang et al., 2010) et des cellules endothéliales HUVECs (human umbilical 

vein endothelial cells) (Papapetropoulos et al., 2009). À des concentrations supérieures à 500 

µmol/L, le NaHS entraine une baisse de la viabilité des cellules endothéliales RF6/A.  

Dans certaines études, il est démontré que des cellules endothéliales, exposées à l’H2S à une 

concentration de 60 et 600 µM, présentent, une accélération de la croissance cellulaire, une 

augmentation de la phosphorylation d’Akt, mais aussi un accroissement de la phosphorylation 

d’ERK 1/2 et de p38 après seulement 5 minutes d’exposition (Papapetropoulos et al., 2009). 

Cette activation de ERK 1/2 et de p38 est détectée dans différents types cellulaires traités par 

l’H2S : cellules épithéliales intestinales et gastriques (Deplancke and Gaskins, 2003; Yonezawa 

et al., 2007), monocytes (Zhi et al., 2007) et cellules de muscles lisses (Yang et al., 2006). Dans 

certains cas, il est rapporté une inhibition de la phosphorylation de ces protéines dans les 

cellules β pancréatiques (Yang et al., 2007) et les neutrophiles (Rinaldi et al., 2006). Cependant, 
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l’augmentation de la phosphorylation d’Akt n’est pas forcément accompagnée par celle de ERK 

et p38 (Cai et al., 2007; Huang et al., 2010)  ni par une augmentation de la prolifération 

cellulaire. 

Les protéines ERK et p38 font partie de la cascade de phosphorylation dite « voie MAPK », 

voie de transmission du signal la mieux connue, aboutissant, après une cascade de 

phosphorylations successives, à la sollicitation de facteurs de transcription capables d’activer 

la transcription de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire, mais aussi dans l’invasion 

et la migration cellulaire, l’angiogenèse et la survie cellulaire. Les effets de l’H2S sur ces 

protéines pourraient donc être à l’origine de ces effets sur la prolifération des cellules. Ces effets 

seraient également relayés par une augmentation de l’expression de la protéine PCNA 

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Deplancke and Gaskins, 2003) et une altération de 

l’inhibiteur de Cdk P21waf1/Cip1 (Cai et al., 2010).  

 

Tableau 4 : Récapitulatif des effets de l’H2S sur différents types cellulaires. N.R = Non renseigné. 

Type cellulaire Traitement 

(concentration) 

Effet sur le cycle Arrêt 

cycle 

Effets sur les 

protéines 

Référence 

Cellules 

endothéliales 

(RF/6A) 

10-20µM Stimule la 

prolifération 

cellulaire 

Aucune ↗ phosphorylation 

Akt 

(Cai et al., 

2007) 

Cellules 

endothéliales 

(UVEC) 

6-600 µM Stimule la 

prolifération 

cellulaire 

Aucun ↗ phosphorylation 

Akt, ERK et p38 

(Papapetropo

ulos, 

Pyriochou et 

al. 2009) 

Cellules 

épithéliales 

(IEC-18) 

0,05-5 mM Stimule la 

prolifération 

cellulaire 

Aucune ↗ expression c-jun et 

des protéines voies 

Ras/MAPK 

(Deplancke 

and Gaskins 

2003) 

Cellules de 

cancer du colon 

(HT-116) 

1-1000 µM/L Stimule la 

prolifération 

cellulaire 

Aucune ↗ phosphorylation 

Akt, ERK 

Inhibition P21waf1/cip1 

(Cai, Wang et 

al. 2010) 

Cellules de 

Cajal 

1-200 µM Stimule la 

prolifération 

cellulaire 

Aucune ↗ phosphorylation 

Akt 

Aucun effet sur ERK 

et p38 

(Huang, Li et 

al. 2010) 

Cellules 

musculaires  

lisses d’aorte de 

rat (HASMc) 

50-500 µM Inhibe la 

prolifération 

cellulaire 

N.R ↗ p53, p21, Bax 

↗ phosphorylation 

ERK, p38 

↘ expression Cycline 

1 

Pas d’effet sur Bcl-2 

(Yang, Wu et 

al. 2006, 

Baskar, 

Sparatore et 

al. 2008) 

HEK-293 Surexpression CSE Inhibe la 

prolifération 

cellulaire 

N.R ↗ P21waf1/cip1 

↗ phosphorylation 

ERK 

(Yang, Cao et 

al. 2004) 

Fibroblastes de 

poumon (MRC-

5, IMR-90 et 

WI-38) 

10-75 µM Inhibe la 

prolifération 

cellulaire 

N.R ↗ p53, p21, Bax et 

cytochrome C 

Pas d’effet sur Bcl-2 

(Baskar, Li et 

al. 2007) 

MCF-7 400 µM Inhibe la 

prolifération 

cellulaire 

G2/M Clivage de Parp et de 

la caspase 9 

(Lee, Zhou et 

al. 2011) 

MDA-MB-231 3.6 ± 0.5 µM Inhibe la 

prolifération 

cellulaire 

G0/G1 ↘ transcription   NF-

kB 

(Chattopadhy

ay, Kodela et 

al. 2012) 
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Si l’H2S entraine une augmentation de la prolifération cellulaire, il est aussi capable d’entrainer 

un arrêt du cycle cellulaire. Cependant, cet arrêt semble être dépendant du type cellulaire 

considéré. Une augmentation de la concentration d’H2S, entraine une augmentation de la 

population cellulaire en phase G1 dans le cas des fibroblastes de poumon et en phase G2/M 

pour les cellules MCF7 (Baskar et al., 2007; Lee et al., 2011). Dans les fibroblastes de poumon, 

cet arrêt dans le cycle est accompagné de la formation de micro noyaux et de l’augmentation 

de l’expression de ku70 et 80, indicateurs de dommages à l’ADN (Baskar et al., 2007).  

Lorsque l’on surexprime l’enzyme CSE dans des cellules HEK-293 (Human Embryonic 

Kidney), on observe une inhibition de la prolifération cellulaire, de la synthèse d’ADN et une 

surexpression de P21CIP/WAK-1 qui seraient dues à une activation de la voie ERK. Ces effets sont 

inhibés en présence du chélateur d’H2S, la méthemoglobine (Yang et al., 2004). On observe la 

surexpression de p21 et de Bax dans les fibroblastes de poumon ainsi qu’un relargage du 

cyctochrome C, conséquences de l’activation de p53 (Baskar et al., 2007). Plusieurs études 

suggèrent ainsi que l’H2S entrainerait une mort par apoptose suivant la voie intrinsèque et, cela, 

dans différents types cellulaires (Chattopadhyay et al. 2012). Les effets inhibiteurs du 

l’hydrogène sulfuré sont majoritairement attribués à l'endommagement de l’ADN, et de fait 

l'activation du DDR et de p53. L’ensemble de ces observations est récapitulé dans le tableau 4. 

Une étude portant sur des biopsies de tumeur de cancer du côlon humain a démontré qu’une 

augmentation de CBS entraine une augmentation de la production de H2S dans ces cellules via 

une étude en immuno-empreinte de ces trois enzymes. Cette augmentation de CBS est retrouvée 

dans des lignées cellulaires dérivées de cellules cancéreuses (HCT116, HT-29 et LoVo) 

lorsqu’on les compare à une lignée non maligne de cellules de la muqueuse NCM356. Dans ces 

cellules, CBS est localisée majoritairement dans la fraction cytosolique de la cellule, mais peut 

aussi être retrouvée dans les mitochondries. Dans ces cellules, l’utilisation de Sh-RNA dirigés 

contre CBS ou son inhibition pharmacologique dans les cellules HTC116 entraine une baisse 

de la migration et de l’invasion de la lignée. Le traitement de souris nude ayant subi une 

xénogreffe de tumeur de cancer du côlon avec de l’AOAA (Acide AminoOxyAcetique), 

inhibiteur pharmacologique de CBS, entraine une inhibition de la croissance de la xénogreffe 

(Szabo et al., 2013).  Il semble exister une différence de sensibilité à l’hydrogène sulfuré entre 

les cellules saines et les cellules cancéreuses. Des cellules non cancéreuses de poumon IMR90 

et WI-38 exposées au GYY4139 et au NaHS ne présentent pas d’augmentation de la mort 

cellulaire (Lee et al., 2011). L’explication pourrait provenir de l’absence d’enzyme du 

métabolisme de l’hydrogène sulfuré. En effet, des cellules saines du colon sont 

immunonégatives pour CSE et CBS (Wallace et al., 2009), à l’inverse de cellules cancéreuses 

épithéliales du colon HT-116 (Cai et al., 2010). Des études montrent que l’H2S aurait des effets 

cytoprotecteur et pro-prolifératif sur des lignées de cellules saines telles que des cardiomyocytes 

(Shi et al., 2009), des neutrophiles (Rinaldi et al., 2006) et des cellules endothéliales (Cai et al., 

2007). 

Une étude a analysé les propriétés de quatre donneurs de H2S (HS-aspirin (salicylic acid 

derivative), HS-sulindac (indole derivative), HS-ibuprofen, HS- naproxen (arylpropionic acid 

derivative)) sur onze lignées de cellules cancéreuses humaines de  différentes origines 

tissulaires (colon, pancréas, poumon, prostate, sein, sang) (Chattopadhyay et al., 2012b). De 

par la différence des réponses que les cellules cancéreuses présentent face à l’hydrogène sulfuré, 

il parait important d’essayer de comprendre pourquoi certaines lignées sont inhibées en 

présence de H2S alors que d’autres présentent une accélération de leur cycle cellulaire.  
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4.2.4.2. Effets génotoxiques 

Les premières études portant sur les effets génotoxiques de l’H2S ont montré des résultats 

mitigés. Un test d’Ames effectué sur les souches TA97, TA98 et TA100 de Salmonella 

typhimurium démontre que l’H2S ne serait pas génotoxique. Lorsque le Na2S est utilisé sur la 

souche TA1535, souche sensible aux dommages induits par les radicaux libres, il démontre des 

effets génotoxiques (Attene-Ramos et al., 2007). Des donneurs d’H2S tel que le Na2S sont 

capables d’entrainer des cassures de l’ADN mis en évidence par un test des comètes sur les 

noyaux de cellules CHO. L’hydrogène sulfuré entrainerait des dommages génotoxiques directs 

et indépendants du métabolisme cellulaire. Ces effets génotoxiques seraient dus à la formation 

de radicaux libres (Attene-Ramos et al., 2007). 

 Il a été observé une modulation de l’expression des gènes codant pour des protéines des 

réparations de l’ADN (XRCC6, GTF2H1, TFIIH, Rad51) lorsque des donneurs de H2S sont 

utilisés sur les cellules CHO. Parmi ces gènes seuls Rad51 subit une régulation négative. Les 

autres présentent une augmentation de leur expression. Il existe aussi une modulation des voies 

impliquées dans la voie ATM et majoritairement p53. Il est cependant à noter que p53 présente 

une expression diminuée en présence du donneur de H2S (Attene-ramos et al., 2010). 

4.2.5. Modulation de l'activité protéique par S-Sulfhydration 

4.2.5.1. S-Sulfhydration 

Le mécanisme moléculaire principale de la signalisation de H2S est la S-Sulfhydration (ou 

sulfuration) des résidus cystéines. Il s’agit de la conversion d’un groupement thiol (-SH) en 

groupement persulfide (perthiol, hydrodisulfide –SSH). H2S ne peut pas directement sulfhydrer 

un groupement thiol, une oxydation est d’abord nécessaire, soit du groupement thiol lui-même, 

soit de H2S. Cette oxydation du groupement thiol donne du disulfide ou de l’acide sulfénique 

(-SOH). La S-Sulfhydration peut aussi avoir lieu lorsque H2S est oxydé en polysulfides 

contenant 2 à 8 atomes de souffre capable de sulfydrer les groupements thiols non oxydés. Il 

est à noter que le NaHS, un donneur d’H2S, est capable de former spontanément des 

polysulfides.  

La S-Sulfhydration entraine un changement d’activité protéique qui peut aussi bien être 

activatrice, qu’inhibitrice. Le changement d’activité des protéines est dû à des différences 

existantes entre un groupement thiol et un groupement persulfide. Les groupements persulfides 

sont plus acides et existent de façon majoritaire sous forme de fragments dissociés (anion 

perthiolate R-SS-). Ces fragments dissociés sont, de même, de meilleurs réducteurs que les 

thiols.   
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Tableau 5 : Protéines subissant une S-Sulfhydration et conséquences. KATP - canaux potassiques sensibles à l'ATP, I/R - 

ischémie / reperfusion, SKCA – smallconductance canaux K+ activés par le calcium, IKCa - conductance intermédiaire des 

canaux K + activés par le calcium , Kv - sensible à la tension des canaux K + , VEGFR1 - récepteur vasculaire de facteur de 

croissance de l'endothélium 1 , GAPDH - glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase , Keap1 - Kelch like ECH-associated 

protein 1 , Nrf2 - NFE2 facteur lié 2 , eNOS - NO synthase endothéliale , PKG - protéine kinase G , PTP1B - Protéine tyrosine 

phosphatase 1B , PERK - kinase du réticulum endoplasmique de type protéine kinase, PTEN - phosphatase et TENsin 

homologue, SERCA –réticulum endoplasmique lisse Ca2 + -ATPase , MEK1 - activée par un mitogene de la protéine kinase 

1 , PARP- 1 - poly (ADP- ribose) polymérase 1 . 

De nombreuses études ont été menées sur la S-Sulfhydration des protéines, l’ensemble de ces 

études est récapitulé dans le tableau 5. Seul l’exemple des PTP (Protein Tyrosine Phosphatase) 

est détaillé ci-dessous. 

4.2.5.2.  Modulation de l'activité phosphatase par S-Sulfhydration 

Les PTP (Protein Tyrosine Phosphatase) sont une famille des protéines qui régulent de 

nombreuses voies de signalisation et présentent toutes une cystéine essentielle à leur activité 

dans leur site catalytique. Les PTPs sont regroupés dans une grande famille, structurellement 

diversifiée d’enzymes receptor-like et non-transmembranaire qui sont des régulateurs 

spécifiques de la transduction du signal et qui, en conjonction avec les protéines tyrosine 

kinases (PTK), exercent un contrôle sur diverses fonctions biologiques. Les membres de la 

famille PTP se caractérisent par un domaine catalytique très conservé, contenant un motif de 

signature, [His-Cys (X) 5-Arg (Ser / Thr), où X peut-être n’importe quel acide aminé. La 

présence d’une cystéine au niveau du site actif est essentielle à l’activité PTP. La modification 

Protéine Effet sur son activité Conséquence Référence 

Canaux KATP ↗ Vasorelaxation (Mustafa et al., 2009) 

Canaux SKCA+ et IKCa ↗ 

Protège le myocarde, 

hyperpolarise les cellules 

endothéliales, vasorelaxation 

(Mustafa et al., 2011) 

Canaux sensitif au voltage 

K+ Kv4,3 
↘ 

Contraction des cellules du 

muscle lisse gastrique 

(Mustafa et al., 2009; Liu 

et al., 2014) 

Parkin ↗ Neuroprotection (Vandiver et al., 2013) 

GAPDH ↗ ? (Mustafa et al., 2009) 

Actin ↗ Augmente la polymérisation (Mustafa et al., 2009) 

NF-kB ↗ Baisse de l’apoptose (Sen et al., 2012) 

Keap1 ↘ Activation de Nrf2 (Yang et al., 2013) 

eNOS ↗ 

Augmentation de la 

production de NO, 

vasorelaxation 

(Altaany et al., 2014) 

PKG ↗ Vasorelaxation (Mazza et al., 2013) 

PTP1B ↘ 
Augmenation de l’activité 

PERK, Baisse du stress ER 
(Krishnan et al., 2011) 

PTEN ↘ ? (Greiner et al., 2013) 

Phospholamban ↘ 
Activation de SERCA, baisse 

de la relaxation du myocarde 
(Mazza et al., 2013) 

MEK1 ↗ 

Activation PARP1, 

augmentation des réparations 

de l’ADN 

(Zhao et al., 2014) 

Cdc25 ↘ 
Arrêt G2/M cellules cancer du 

sein 
(Viry et al., 2011) 
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covalente de la cystéine du site actif rend l’enzyme inactive. Un nombre considérable de 

données a révélé que la production de H2O2, en réponse à une variété de facteurs de croissance, 

d’hormones et de cytokines conduit à l'oxydation et à l'inactivation transitoire de ces PTPs 

(Tonks, 2005).  

PTPB1 est un inhibiteur de l'insuline et de la signalisation de la leptine, et est une cible validée 

pour une intervention thérapeutique dans le diabète et l'obésité (Tonks, 2003; Cook and Unger, 

2002). PTP1B favorise également la tumorigenèse du sein médiée par HER2 (Tonks and 

Muthuswamy, 2007). HER2 fait partie de la famille HER, famille des récepteurs de facteurs de 

croissance épidermiques (ErbB), eux-mêmes impliqués dans les mécanismes de signalisation 

intracellulaire contrôlant la croissance, la survie, l’adhérence, la migration ainsi que la 

différenciation de la cellule. PTP1B régule, avec plusieurs autres tyrosines kinases, les voies de 

signalisation dépendantes de la phosphorylation, comme la voie RAS (Dubé and Tremblay, 

2004). PTP1B est inactivée de façon réversible par H2S in vitro et in vivo par la S-Sulfhydration 

de la cystéine 215 de son site actif. La raison de la modification de cette cystéine particulière 

sans changement des autres cystéines pourrait s’expliquer par le fait qu’elle est présente sous 

forme thiolate plutôt que sous forme de thiol libre, qui rendrait PTP1B plus sensible aux 

modifications de type phosphorylation ou S-Sulfhydration (Krishnan et al., 2011). PTPB1 

intervient dans la régulation du stress du réticulum endoplasmique. Le réticulum 

endoplasmique contrôle le repliement et la modification des protéines nouvellement 

synthétisées. La quantité de protéines pouvant être prise en charge par le réticulum 

endoplasmique est directement influencée par l’environnement et le statut de la cellule. Si cette 

quantité est dépassée, on observe la mise en place d’un stress ER déclenchant 3 voies de 

signalisation conne sous le nom de UPR (Unfolded protein Response) (Ron and Walter, 2007). 

Ces voies détectent les protéines dépliées dans le réticulum endoplasmique et envoient un signal 

dans le noyau et le cytosol. Ainsi la cellule peut modifier la quantité de protéines que le 

réticulum endoplasmique peut prendre en charge.  

PERK appartient à la famille des ARN-dépendante protéines kinase (PKR). La phosphorylation 

d'un résidu de tyrosine conservé à l'intérieur du domaine catalytique a été impliquée dans 

l'activation des kinases PKR. La Tyrosine 619 est déphosphorylée par PTPB1, entrainant 

l’inactivation de PERK. Lors d’un stress ER, celui-ci favorise la production de CSE qui à son 
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tour favorise la production de H2S. Ce dernier inhibe PTP1B par S-suflhydration, ce qui permet 

l’activation de PERK et donc la restauration de l’homéostasie de l’ER (Krishnan et al., 2011).  

Figure 22 : Effets inhibiteurs de composés organiques soufrés isolés de l'ail et l'oignon et criblés par Elodie Viry  (Valente 

et al., 2010) pour l'inhibition Cdc25 . Les trois isoformes Cdc25 ont été incubées avec 100 µM de chaque composé pendant 

1 h à 30. D’après (Heneberg, 2014). 

La phosphatase Cdc25 est une phosphatase à double spécificité qui peut être modifiée par S-

Sulfhydration. En effet, il a été suggéré que de nombreux composés organosulfurés, produits 

par des légumes (Allium), utilisent l’inhibition de Cdc25 comme mécanisme d’action majeur. 

Les composés tétrasulfides produits par l’ail et l’oignon entrainent une inhibition de Cdc25A et 

C in vitro et un arrêt en G2/M lorsqu’ils sont utilisés sur des lignées de cancer du sein (Viry et 

al., 2011). La cinétique d’inhibition est lente et est maximale après 90 minutes. La régulation 

de Cdc25 par la balance redox de la cellule est un phénomène bien connu : cette régulation a 

lieu en  plusieurs étapes, dont une étape d’altération directe d’une cystéine du site actif 

(Rudolph, 2005). De nombreux composés soufrés sont capables d’inhiber les Cdc25 (Figure 

22), cependant, il n’existe aucune preuve directe de S-Sulfhydration de cette cystéine en 

particulier. Mais, puisque celle-ci est la cible des ROS et de S-Nitrosylation, il est probable 

qu’elle puisse être S-sulfhydrée (Heneberg, 2014). 
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4.3.Le monoxyde d’azote 

4.3.1. Généralités 

Le monoxyde d’azote (NO) fut le premier gazotransmetteur caractérisé en tant que tel. Cette 

molécule de signalisation intra- et intercellulaire est impliquée dans divers processus. Radical 

libre, endogène et ubiquitaire, le NO diffuse au travers des membranes. Ce gaz est incolore, 

inodore et soluble dans l’eau.  

4.3.2. Biosynthèse et catabolisme 

Le NO est produit par 3 enzymes : (1) nNOS (neural NO synthase ou NOS de type 1 ou NOS-

1) présente au niveau neuronal, (2) une forme dont la synthèse est induite par de nombreux

stimuli, la iNOS (inducible NO synthase ou NOS II ou NOS-2) et (3) l’eNOS qui est une NOS 

endothéliale (endothelial NO synthase ou NOS-3 ou NOS III) (Bredt, 2003). Ces enzymes 

produisent le NO à partir de l’arginine et sont extrêmement régulées. Ces enzymes peuvent être 

classées de différentes manières : 

 Inductible (NOS 2) ou constitutive (NOS 1/3)

 Dépendante du calcium (NOS 1/3) ou indépendante (2)

 Cytosolique (1/2) ou intra-particulaire (3).

Néanmoins, cette catégorisation s’estompe avec le temps. En effet, la NOS inductible a été 

découverte comme étant produite de manière constitutive au niveau de l’épithélium respiratoire. 

Les cellules épithéliales bronchiques et nasales expriment en permanence la NOS inductible. 

Cette expression continue pourrait être expliquée par une exposition permanente aux aéro-

contaminants ou différents stimuli pro-inflammatoires (Guo et al., 1995). De même, des études 

d’immuno-histochimie ont mis en évidence la présence des trois isoformes dans le cytosol ou 

liées à la membrane. Les trois NO synthases sont apparentées à la famille des cytochromes P450 

et encodées par trois gènes distincts (chromosomes 12, 17 et 7) (Tableau 6) (Nathan and Xie, 

1994). 

Tableau 6 : Gènes encodant les isoformes de NO synthases. 

Ces enzymes sont phosphorylées par de nombreuses sérine kinases afin d’être régulées. Toutes 

ces enzymes ont en commun :  

 un même substrat, la L-arginine

 des mêmes cofacteurs :

NO synthase 
Structure du 

gène 
Chromosome 

Nombre 

d’acides 

aminés, masse 

moléculaire 

nNOS (NOS-1) 
29 exons, 28 

introns 

12q24.2-

12q24.3 du 

chromosome 12 

1434 aa, 161 

Kda 

iNOS (NOS-2) 
26 exons, 28 

introns 

17cen-q11.2 du 

chromosome 17 

1153 aa, 131 

Kda 

eNOS (NOS-3) 
26 exons, 25 

introns 

7q35-7q36 du 

chromosome 7 

1203 aa, 133 

Kda 
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o β-nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADPH) 

o tétrahydrobioptérine (BH4) 

o flavine  adénine dinucléotide (FAD) 

o flavine  mononucléotide (FMN)  

o hème (protoporphyrine IX de fer)  

 une structure générale.  

Figure 23 : Schéma simplifié du métabolisme du NO. Le NO est produit via des NO synthases constitutives ou inductibles 

à partir de L-Arginine, O2
- et d’électrons provenant du NAPDH (β-nicotinamide adénine dinucléotide). La production du NO 

génère la formation de L-Citrulline.  

La L-arginine est un acide aminé semi-essentiel c'est-à-dire qu’elle est indispensable en période 

de  croissance. Elle est synthétisée essentiellement au niveau rénal à partir de la citrulline, elle-

même issue du métabolisme intestinal de la glutamine (Figure 23).  

 

Sous leurs formes actives, les NOS présentent une structure tétramérique : deux monomères de 

NO synthase associés à 2 calmodulines (CaM). Les NOS présentent deux domaines importants : 

un domaine N-terminal ayant une activité oxygénase et un domaine C-terminal avec une activité 

réductase. Ils sont reliés entre eux par un site central où se lie la calmoduline (Crane et al., 

1999). Après liaison de la calmoduline, et dans le cas de NOS 1 et 3, un transfert d’électron 

intra-enzymatique est amorcé par les co-facteurs NADPH, FMN et FAD du domaine réductase 

vers le groupement hème du domaine oxydase. Puis, en présence de la tétrahydrobioptérene 

(BH4) et d’oxygène, les NOS catalysent la conversion de la L-arginine en citrulline avec 

libération de NO et éventuellement d’anion nytoxyl (NO-). D’autres espèces de l’azote peuvent 

être formées comme produits du NO en réaction avec l’anion superoxyde : les ERN tel que le 

peroxynitrite (ONOO-) ou les dérivés nitrosothiols (Nathan and Xie, 1994).  

Le NO est une molécule qui, dans l'organisme, est transformée spontanément, en raison de la 

présence d'oxygène, en nitrite NO2. Au contact de l’hémoglobine (HbO2), le NO est oxydé en 

nitrate NO3. 

 

Calmoduline

Protéine kinase Ca++ 

dépendante

Ca+

Ca+

Ca+

Ca+

NO Synthase 

(Constitutive)

NO Synthase 

(Inductible)

L-ArginineCitruline

Guanylate

Cyclase NADPH
NADP

O2

NO
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4.3.3. S-Nitrosylation 

À l’image du H2S et de sa capacité à S-Sulfhydrer les protéines, le NO agit par S-Nitrosylation. 

La S-Nitrosylation des protéines est définie par l’addition covalente et réversible d’un NO au 

groupement thiol d’une cystéine. La S-Nitrosylation influence les activités enzymatiques, la 

localisation cellulaire, la stabilité et les interactions protéiques (Anand and Stamler, 2012). La 

S-Nitrosylation affecte un grand nombre de protéines, à tel point que les NOS sont aujourd’hui 

considérées comme des « Nitrosothiol synthases » (Hess et al., 2005) avec d’autres enzymes 

répertoriées dans le tableau 7. Le NO, par le biais des espèces dérivées du NO tel que N2O3, 

peut réagir avec les groupements thiol de la cystéine afin de produire des S-nitrosothiols. De 

même, les S-nitrosothiols peuvent transférer un groupement NO au thiol d’une cystéine, ce 

phénomène est appelé transnitrosylation (Hess et al., 2005).  

Comme vu précédemment, ce phénomène est réversible et les voies majeurs de dénitrosylation 

sont les systèmes thioredoxin et GSNOR (S-nitrosoglutathione réductase) (Benhar et al., 2009).  

Tableau 7 : Activités enzymatiques impliquées dans la S-Nitrosylation / De-Nytrosilation. 

 

Au cours des dernières années, l’utilisation de méthodes permettant d’étudier la S-Nitrosylation 

d’un protéasome complet tel que biotin-switch, consistant à remplacer les S-Nitrosylations par 

des biotinylations spécifiques, ont mis en lumière plus d’une centaine de substrats. Des 

recherches récentes indiquent que la S-Nitrosylation est une modification post-traductionnelle 

des protéines qui est régulée précisément dans le temps et l’espace (Broillet, 1999). Parmi ces 

protéines, sont recensées des protéines du cytosquelette, des protéines impliquées dans le 

mouvement cellulaire, le cycle cellulaire, à actions anti-apoptotiques, la synthèse protéique, 

impliquées dans l’énergie cellulaire, la transcription, ainsi que des transporteurs… (Lefièvre et 

al., 2007; Stroissnigg et al., 2007; Gao et al., 2005; Martínez-Ruiz and Lamas, 2004; Grau et 

al., 2013). Du fait du grand nombre de cibles et de processus dans lesquels la S-Nitrosylation 

est impliquée, il est difficile de faire un état des lieux complet des protéines S-nitrosylées. Nous 

nous intéresserons donc aux processus les mieux décrits à ce jour dans la littérature.  

4.3.4. Effets tissulaires 

Le monoxyde d’azote intervient dans de nombreux processus physiologiques. Dans un premier 

temps, il a été décrit comme le médiateur de deux processus : (1) régulateur de la pression 

sanguine via la relaxation des muscles lisses et l’inhibition de l’agrégation des plaquettes 

(Murad, 2006) et (2) activateur   des macrophages (Bogdan, 2001). Il est aussi décrit en tant 

que neurotransmetteur dans le système nerveux central, où il affecte l’expression des gènes au 

Enzyme Substrats Action / Produit 

Ceruloplasmine 
Glutathione 

Glycipan-1 

GSNO 

SNO-glycipan-1 

Superoxide dismutase Haemoglobin Hb[β-Cys93-NO] 

Hémoglobine-FeNO Auto-nitrosylation Hb[β-Cys93-NO] 

Thioredoxin/thioredoxin réductase 
SNO-protein (NO-synthase, PKC ?) 

GSNO 

Dé-nytrosilation 

 

Dé-nytrosilation 

GSNO-réductase GSNO 
Régulation de l’équilibre GSNO / 

protéine SNO 

NOS 

NOS (auto S-Nitrosylation) 

 

S-Nitrosylation de multiples substats 

Inhibition de la production de NO 

Régulation de la fonction, de la 

localisation et des interactions 

protéine / protéine. 
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niveau de la transcription et de la traduction, et régule la survie ainsi que la prolifération de 

divers types cellulaires ( muscle lisse (Garg and Hassid, 1990), endothélium (Heller, 1999; 

Ziche et al., 1997; Yang et al., 1994), kératynocytes (Krischel et al., 1998) adipocytes (Nisoli 

et al., 1998), cellules nerveuses (Garg et al., 1992; Cheng et al., 2003)). Il joue aussi un rôle 

dans la croissance, la survie, la prolifération et la différenciation, mais aussi dans des cadres 

pathologiques (cancer, diabète et maladies neuro-dégénératives) (Davis et al., 2001). Il est 

impliqué dans le contrôle des fonctions cardiaques et le développement du cœur (Bloch et al., 

1999; Murad, 2006). Il jouerait un rôle important dans la régulation de la réponse à l’hypoxie 

(Brown and Cooper, 1994; Mateo et al., 2003; Almeida et al., 2004). 

Du fait des nombreux processus physiologiques régulés par le NO, les plus documentés dans la 

littérature sont abordés ci-dessous.  

4.3.4.1. Régulation du système immunitaire 

À l'origine, le NO a été identifié comme le produit de macrophages activés par les cytokines et 

il lui fut attribué une fonction anti-tumorale et anti-bactérienne in vitro et in vivo. (Nathan, 

1992). Depuis, d’autres cellules du système immunitaires ont été décrites comme capables de 

produire du NO. Par exemple, les différentes isoformes des NOS sont présentes dans les 

phagocytes (Weinberg et al., 1995), les cellules dendritiques (Lu et al., 1996), les cellules NK 

(Bhaumik et al., 2000) et les lignées de lymphocytes T et B (Jiménez et al., 2001; Williams et 

al., 1998; Mori et al., 1999).  

 

Le NO présente une activité antimicrobienne. En effet, le NO est capable de tuer et de réduire 

la réplication d’agents infectieux (virus, bactéries, protozoaires, champignons, helminthes …) 

cela par un effet direct du NO sur le pathogène ou en entrainant l’activation du système 

immunitaire par le biais de la voie NOS (De Groote and Fang, 1995). Cette activité 

antimicrobienne peut être observée aussi bien au niveau du cytosol que dans le compartiment 

endosomal des macrophages (Nathan, 1992). Elle est due, d’une part, à la formation de résidus 

du NO produit par la réaction du ·NO avec O2- généré par la NAPDH oxydase de la cellule 

hôte ou produit dans le pathogène lui-même. D’autre part, la mort des parasites induite par les 

macrophages, dépendant d’iNOS peut aussi être la conséquence d’une déplétion en arginine. 

En effet, l’arginine est requise pour la synthèse de polyamine et d’ADN dans de nombreux 

parasites (Olds et al., 1980; Eckmann et al., 2000; Piacenza et al., 2001). La présence de NOS2 

dans des macrophages Mac-1, F4/80 et MOMA-2+ est associée avec la disparition de 

Leishmania major (responsable de la leishmaniose) (Stenger et al., 1994). Si la présence de NO 

empêche le développement microbien, l’utilisation d’inhibiteur des NOS exacerbe les 

infections (MacMicking et al., 1997; Karupiah et al., 1993; Stenger et al., 1996).  

 

Le NO inhibe l’adhérence des plaquettes et des leucocytes à l’endothélium. Cela a été montré 

par l’utilisation de donneurs de NO sur des monocouches de cellules endothéliales en chambre 

d’écoulement qui empêche le roulement, l'adhérence et la transmigration des leucocytes 

(monocytes et granulocytes) (Grisham et al., 1998). Dans le système vasculaire de souris naïves, 

le roulement des leucocytes et leur adhérence sont principalement contrôlés par le NO produit 

par eNOS et nNOS. Pendant les réponses inflammatoires, le recrutement des leucocytes et 

l'adhérence sont également régulés par iNOS (Lefer et al., 1999; Hickey et al., 1997). 
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Cependant, les mécanismes impliqués dans ce processus ne sont pas encore bien connus. Il a 

déjà été démontré que le NO régule négativement l'expression endothéliale de membres de 

différentes familles de molécules d'adhérence, telles que VCAM-1, ICAM- 1, une E-sélectine 

la CD62E et une P-sélectine la CD62P, mais l'étendue de la modulation est très variable 

(Spiecker et al., 1998; Lefer et al., 1999).  

4.3.4.2. Effets sur l’hypoxie 

L'hypoxie est décrite comme un  état pathologique d’un organisme dans lequel il existe un 

déséquilibre entre l’apport et la demande en oxygène. Ce phénomène peut aussi bien affecter 

l’organisme dans son intégralité que dans une zone précise, ce dernier cas se référant à une 

hypoxie tissulaire. Il est à noter que l’hypoxie peut avoir lieu en absence d’hypoxia, qui traduit 

une baisse de la concentration d’oxygène dans le sang. L’oxygène participe à la chaine 

respiratoire qui permettra la production d’ATP, et donc la source de l’énergie cellulaire. Ainsi 

l’hypoxie entraine une réduction globale de la synthèse protéique.  

Figure 24 : Contrôle de dégradation de HIF-α par le NO. pVHL est essentiel pour l'ubiquitination et la dégradation rapide 

de HIF- α. L’hydroxylation post-traductionnelle de résidus de proline dans le domaine de dégradation dépendant de l'oxygène 

(ODD) de HIF- α est nécessaire pour l'interaction entre HIF-α et pVHL. pVHL est une cible de S-Nitrosylation. HIF-α et pVHL 

ne parviennent alors plus à interagir, et la dégradation de HIF-α est inhibée. Par conséquent, même en présence d’oxygène, les 

cellules perçoivent un stimulus hypoxique. Ub , l'ubiquitine. D’après (Hess et al., 2005) 

De nombreux gènes sont activés en réponse à l’hypoxie. Parmi eux se trouve un facteur de 

transcription hétèrodimerique, l'HIF (Hypoxia Inducible Factor) (Wang et al., 1995). L’HIF se 

compose de deux sous-unités : HIF-α qui est inductible par l’hypoxie et une HIF-β exprimée 



85 
 

constitutivement. L’HIF est considéré comme un régulateur majeur de l'homéostasie de 

l'oxygène, et dans des conditions hypoxiques, l’HIF-α est accumulé et subit une translocation 

dans le noyau où il se dimérise avec l’HIF-β et se lie à des éléments de réponse à l'hypoxie 

(HRE; séquence consensus 5’-(R) CGTG-3’) situés dans les régions régulatrices du promoteur 

des gènes cibles (Semenza, 2012). Ces gènes cibles permettent d'optimiser l'acheminement de 

O2 aux tissus et d’optimiser le métabolisme cellulaire.  

 

En condition de normoxie (état du corps pour lequel le dioxygène en concentration normale 

dans le sang permet une activité normale du corps), la présence d’oxygène entraine 

l’hydroxylation d’un résidu proline de la sous-unité HIF-α. Cette sous-unité est alors reconnue 

par la protéine Von Hippel-Lindau (pVHL), une E3 ligase. Cette liaison entraine la poly-

ubiquitinilation de la protéine et sa dégradation par le protéasome. Dans le cadre de l’hypoxie, 

l’absence d’oxygène empêche l’hydroxylation de l’HIF-α et donc sa dégradation par le 

protéasome (Jeffrey Man et al., 2014) (Figure 24).  

Le NO peut intervenir dans ce système par la S-Nitrosylation soit de HIF-α, soit de pVHL. 

Cette S-Nitrosylation empêche la liaison de pVHL sur la sous-unité et celle-ci échappe donc à 

sa dégradation. HIF-α subit la S-Nitrosylation sur sa cystéine 533 chez les souris (analogue à la 

Cystéine 520 de l’Homme) (Li et al., 2007) alors que la S-Nitrosylation de pVHL a lieu sur la 

Cystéine 162 (Carver et al., 2007).  

4.3.5. Effet sur le cycle cellulaire, la croissance et la mort cellulaire 

Les mécanismes par lesquels le NO entraine un arrêt dans le cycle cellulaire sont connus dans 

certains cas. Le monoxyde d’azote semble principalement capable d’induire un arrêt durant la 

transition G1/S du cycle cellulaire. Plusieurs études ont montré que, dans les cellules des 

muscles lisses vasculaires (VSMC), les effets sur la prolifération cellulaire résultent de 

l’inhibition du complexe Cdk 2/Cycline A, Cdk2 étant l’enzyme clé de la transition G1/S. (Guo, 

Andres et al. 1998, Sharma, Tan et al. 1999). Les donneurs de NO empêchent l’activation de la 

kinase Cdk2 sans altérer son expression. Parallèlement, ils bloquent l’expression de la cycline 

A en réprimant son promoteur (Guo, Andres et al. 1998). D’autres études ont démontré que le 

SNAP, un donneur de NO, inhibait cdk2 en induisant l’expression de p21sdi1/Cip/Waf1, un 

inhibiteur de Cdk. (Ishida, Sasaguri et al. 1997, Tanner, Meier et al. 2000). 

Si les études portant sur les VSMC sont les plus nombreuses, d’autres articles traitent des effets 

du NO sur d’autres lignées cellulaires. Par exemple, il a été observé que sur les MDA-MB-231, 

une lignée de cellules du cancer du sein, l’utilisation d’un donneur de NO entrainait un arrêt en 

phase G1 qui serait dû à l’inhibition de l’expression de la cycline D1 et une 

hyperphosphorylation de la protéine du rétinoblastome (Pervin, Singh et al. 2001). 

 

La régression des tumeurs peut aussi être le résultat de l’induction du iNOS dans les cellules 

tumorales en réponse à l’IFN-γ et au TNF produits par les lymphocytes cytotoxiques (Kwak et 

al., 2000). In vivo, la production de NO et de superoxyde dans les cellules T CD4 par les 

phagocytes (macrophages et éosinophiles) est nécessaire pour l'immunité systémique anti-

tumorale. La déplétion du gène iNOS, permettant la production de NO par ces cellules 

immunitaires, entraine une baisse de la suppression tumorale (Dinapoli et al., 1996; Hung et al., 

1998). La surproduction de NO par les cellules de mélanome ou de sarcome induite suite à la 
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transfection du gène iNOS ou sa surexpression empêche la métastase tumorale et permet une 

régression de tumeurs in vivo. Paradoxalement, iNOS est fréquemment exprimée de manière 

constitutive dans les cellules tumorales. Elle favorise alors la croissance tumorale, la 

néovascularisation et le caractère invasif par induction de mutations de p53 et de surexpression 

du facteur de croissance vasculaire endothélial (review (Bogdan et al., 2000)). De plus, 

l'exposition des cellules tumorales au NO conduit à une surexpression de la grande sous-unité 

catalytique de la protéine kinase dépendante de l'ADN (DNA-PKcs), qui est nécessaire pour la 

réparation des cassures d'ADN double brin. L'augmentation de la DNA-PKcs protège les 

cellules non seulement contre les effets toxiques de NO, mais aussi contre des agents 

endommageant l'ADN actuellement utilisés pour le traitement des tumeurs (tels que les rayons 

X, le cisplatine et l'adriamycine) (Xu et al., 2000).  

 

Figure 25: Régulation de l’apoptose via TRX–ASK1. Adapté d'après (Hess et al., 2005) 

La mort cellulaire peut aussi être régulée par S-Nitrosylation. Dans le cas de la caspase 3 par 

exemple, celle-ci peut être S-nitrosylée par les NOS lorsqu’elle se trouve sous forme de 

zymogène inactif. Cela entraine la formation d’un complexe formé de la pro-caspase-3 

nitrosylée, d’acide sphingomyélinase et d’une NOS. Lorsque la procaspase 3 est ainsi 

séquestrée et S-Nitrosylée, elle ne peut plus être activée par clivage. La dénitrosylation peut 

être induite par la stimulation apoptotique par la voie Fas, ce qui entraine la dissociation du 

complexe et ainsi permet l’activation de la caspase 3 (Matsumoto et al., 2003).  
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La thiorédoxine (TRX), une oxydoréductase, exerce une influence anti-apoptotique en liant et 

inactivant le signal apoptotique de la kinase-1 (ASK1), et par le maintien de l'équilibre cellulaire 

redox / S-nitrosothiol (SNO). Les NOS maintiennent l'activité de TRX par la S-Nitrosylation 

de la Cystéine 69. Cette S-Nitrosylation inhibe l'activité kinase de ASK1. L'activité NOS peut 

donc propager un effet anti-apoptotique grâce à la S-Nitrosylation de plusieurs éléments des 

voies de transduction qui sont induite par ASK1 tel que  c-Jun N-terminal kinase (JNK) ou p38 

mitogen-activated protein kinases (p38). Ainsi, il existe un effet inhibiteur des  protéines pro-

apoptotiques, y compris, les caspases.  

TRX exerce également une influence anti-apoptotique qui est indépendante de ASK1 en 

piégeant les ROS. Le stress oxydatif entraine la modification de site actif et l’inactivation de la 

cystéine responsable des effets pro-apoptotiques de TRX. (Sumbayev, 2003; Haendeler et al., 

2002) (Figure 25).  

4.3.6. Effets du monoxyde d’azote sur la reproduction 

Les enzymes responsables du métabolisme du NO sont détectables au niveau des organes 

reproducteurs et peuvent donc jouer un rôle dans la reproduction. Au niveau des organes 

reproducteurs femelles, les deux enzymes principalement détectables sont eNOS et iNOS ; 

cependant, en fonction de l’espère concernée, ces enzymes ne sont pas présentes dans les 

mêmes tissus (Tableau 8). 

Tableau 8 : Récapitulatifs de la répartition des enzymes du métabolisme du NO au sein de différentes espèces. N.D. : 

Non Déterminé.  

Dans l’ensemble de ces espèces, la concentration en NO est variable au cours de l’ovogenèse 

et semble être sous le contrôle des gonadotropines (Van Voorhis et al., 1995), la FSH (Follicle 

Stimulating Hormone), l’IGF-1, l’œstradiol (Zamberlam et al., 2011) et de l’hCG (Pinto et al., 

2003). 

4.3.6.1. Effet sur la reprise de méiose.   

Le NO montre de nombreux effets sur la méiose des vertébrés, principalement sur l’ovogenèse. 

Il aurait un rôle sur la maturation méiotique de l’ovocyte. Ce rôle serait contrasté en fonction 

de la concentration. Chez la souris, le NO inhibe ou active la maturation ovocytaire, de façon 

dose dépendante (Bu et al., 2003). En effet, à faible concentration, le NO transmet des signaux 

extracellulaires jusqu’à ses cibles intracellulaires afin de réguler la progression méiotique des 

ovocytes. À l’inverse, à forte concentration, le NO dégrade l’ovocyte par ses dérivés toxiques. 

Ses deux actions antagonistes résultent de l’activation de différentes voies de signalisation par 

le NO. Dans ce modèle le NO stimule la reprise de méiose à une concentration de 30 mM alors 

Espèce eNOS iNOS Référence 

Rat 

Cellules de la granulosa 

Cellules de la thèque 

Stroma ovarien 

Cellules somatiques 

folliculaires 

Cellules lutéales 

(Zackrisson et al., 1996; Jablonka-Shariff 

and Olson, 1998; Nakamura Y., shiro N., 

Masahiko T., Shuji Y., Yoshiaki T, 

Hisako S., Norihiro K., 1999; Yamagata 

et al., 2002) 

Souris 
Cellules de la thèque 

Cellules de la granulosa 

Cellules de la thèque 

Cellules de la granulosa 
(Mitchell et al., 2004) 

Homme 
Cellules lutéales 

Cellules de la granulosa 
N.D. (Van Voorhis et al., 1994) 

Bovin 

Cellules de la thèque 

Cellules de la granulosa 

Epithélium de surface 

Corpus luteum 

Cellules de la granulosa 

(Zamberlam et al., 2011; Basini et al., 

1998; Khan and Das, 2011; El-Sherry et 

al., 2013) 

Porc Cellules de la granulosa Cellules de la granulosa (Grasselli et al., 2002) 
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que son effet inhibiteur est observé à partir de 60 mM (Bu et al., 2003). Dans les ovocytes de 

porc, la concentration requise pour la maturation est de 0.1 mM alors qu’une plus forte dose de 

l’ordre de 10 mM est responsable de l’inhibition (Viana et al., 2007). 

Figure 26 : Schéma des effets du NO sur la reprise de méiose. Lors de l'administration de LH, les concentrations de NO 

dans le follicule ovarien chutent. L'activité GUCY1 baisse alors, et entraine la diminution des niveaux de cGMP (Rosselli et 

al., 1998; Sela-Abramovich et al., 2008; Zamberlam et al., 2014). À son tour cette baisse permet l'activation séquentielle de 

RAF1, MAP2K1, et MAPK. Au final ces évènements permettent l’inhibition de la cAMP ce qui permet la reprise de la méiose. 

De plus, la réduction des concentrations de GMPc peut aussi conduire à la suppression de son effet inhibiteur sur PDE3A, 

augmentant l'efficacité de la dégradation de l' AMPc (Nakamura et al., 2002; Bu et al., 2004; Zhang et al., 2009). 

L’effet inhibiteur sur la maturation ovocytaire par le NO peut se faire en modulant la 

concentration de GMPc  (Zhang et al., 2009). Chez le rat, le GMPc est produit par les cellules 

de la granulosa. Il inhibe l’activité d’hydrolyse de la phosphodiesterase 3 (PDE3), maintenant 

un niveau stable d’AMPc et donc le blocage de la méiose ovocytaire. Il active aussi les protéines 

kinases GMPc-dépendantes (PKG) diminuant l’activité MAPK. Le NO dérivé de iNOS 

semblerait impliqué dans l’augmentation de GMPc dans les follicules pré-ovulatoires chez le 

rat (Nakamura et al., 2002) et la souris (Bu et al., 2004), ce qui empêche la reprise de méiose 

des ovocytes. L’effet du NO sur l’activité GMPc serait relayé par l’activation de GUCY1, gène 

LH

NO

GUCY1

cGMP

PDE3A

cAMP

Raf1

MEK1

MAP2K1

Reprise de méiose
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responsable de l’encodage de la guanylate cyclase (Rosselli et al., 1998; Sela-Abramovich et 

al., 2008; Zamberlam et al., 2014).  

De plus, le NO exercerait ses effets à travers l’inhibition de l’Adénylate Cyclase, l’activation 

de protéine G, mais aussi de canaux potassiques GMPc-dépendants en améliorant le taux 

d’échange de nucléotides (Bu et al., 2004). Toutefois, chez la souris, l’effet inhibiteur du 

donneur de NO, SNAP, n’est pas complètement GMPc-dépendant et des voies de signalisation 

autres que NO/GMPc/PKG semble être impliquées telles que la voie NO/AMPc/PKA ou la voie 

calcium dépendante (Bu et al., 2003; Kimura, 2000). Enfin, une étude a montré qu’en 

permettant la stabilisation du niveau d’AMPc, le NO augmente donc l’activité de la protéine 

kinase AMPc-dépendante (PKA), ce qui au final inhibe la phosphatase Cdc25B de l’ovocyte et 

ainsi limite l’activation du M-phase promoting factor (MPF) (Pandey et al., 2010). Schwarz et 

ses collaborateurs ont très récemment confirmé que la progression de la méiose des ovocytes 

bovins était bien liée à une inactivation de la voie NO/GMPc/PKG, mais n’ont pas pu faire le 

lien avec la voie NO/AMPc/PKA dans ce modèle (Schwarz et al., 2014).  

La baisse de la production de NO induite par l’augmentation de la LH permettrait de lever 

l’inhibition induite par la PKA sur les ovocytes et donc la reprise de méioses (Figure26).  

4.3.6.2.Autres effets sur l’appareil reproducteur 

Le NO n’est pas uniquement impliqué dans la reprise de la méiose des ovocytes. Il intervient 

dans nombreux processus lié à la fonction de reproduction (Figure 27).  Le NO jouerait aussi 

un rôle dans l’atrésie, phénomène correspondant à un processus sélectif durant la croissance 

folliculaire qui implique la mort cellulaire par apoptose entrainant la diminution du stock 

d’ovocytes. Plusieurs études pointent du doigt les effets protecteurs du NO contre l’apoptose 

dans les ovocytes de rats (Matsumi et al., 1998; Yoon et al., 2002; Chen et al., 2005a). Cet effet 

a aussi été rapporté sur les cellules de la granulosa humaines (Dineva et al., 2008). Cependant 

d’autres études ont reporté un effet inducteur de l’apoptose du NO notamment chez les bovins 

(Dubey et al., 2011; Basini et al., 1998). Ces études laissent à penser que les effets du NO 

dépendraient de la taille de la cellule. En effet, le NO ne serait pas capable d’entrainer des 

dommages à l’ADN sur des cellules folliculaires de grandes tailles, celles-ci présentant un 

système suppresseur d’apoptose en présence de clivage de l’ADN (Sugino et al., 1996).  

Le NO jouerait aussi un rôle dans la cascade moléculaire induite par la sécrétion d’hormone LH 

dans les ovocytes. Il permet dans les modèles rat et lapin d’entrainer une augmentation de la 

synthèse de prostaglandines en induisant l’expression de PTGS2, une des deux enzymes 

responsables de la production cette hormone. Ce phénomène a été démontré chez le mouton 

(Grazul-Bilska et al., 2006), les bovins (Zamberlam et al., 2014) et l’humain (Fang et al., 2015). 
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Du fait de ses capacités de vasodilatateur, le NO intervient dans les fonctions érectiles du pénis. 

L’activité de la NOS a été localisée, chez le rat, dans les neurones innervant le corps caverneux 

du pénis et dans le plexus neuronales de la couche adventice des artères du pénis (Burnett et al., 

1992) ainsi que dans l’endothélium du corpus caverneux (Burnett et al., 1996). Chez l’homme, 

ces NOS peuvent aussi être retrouvée au niveau des neurones du plexus pelvien, des nerfs 

caverneux et leurs terminaisons terminales dans le tissu érectile corporelle, dans les branches 

des nerfs dorsaux du pénis et au niveau du plexus nerveux dans l'adventice des artères 

caverneuses profondes (Burnett et al., 1993). La réduction de l’activité nNOS est corrélée à la 

baisse de l’activité érectile (Carrier et al., 1997; Ragazzi et al., 1996). La castration est associée 

à une baisse de l’activité eNOS et nNOS dans le pénis et à une baisse de 70% de l’activité 

érectile (Lugg et al., 1996; Penson et al., 1996).  

 

Figure 27 : Phénomènes de la reproduction régulés par le NO.  

Le NO est présent au niveau des testicules et d’autres organes urogénitaux mâles (urètre, la 

vessie, la prostate et la vésicule séminale) (Burnett et al., 1995; Ehrén et al., 1994). La synthèse 

de NO et l’expression d’iNOS a aussi été démontrée dans des cultures de cellules de Sertoli 

(Stéphan et al., 1995) et dans des ces cellules de Leydig (Tatsumi et al., 1997). Cela suggère 

que les cellules testiculaires sont équipées d’une voie NO-cGMP et que celle-ci pourrait jouer 

un rôle dans régulation des fonctions testiculaires telles que la spermatogenèse et la 

stéroidogenèse. L’enzyme eNOS est exprimée dans les cellules de Sertoli et de Leydig à tous 

les stades de la spermatogenèse. L'activité eNOS est cependant absente dans les cellules 

germinales normales, mais présent dans les cellules dégénérées ou apoptotiques. Une forte 

expression d’eNOS a également été observée dans les spermatocytes et les spermatides, 

suggérant un rôle d’eNOS dans la spermatogenèse et la dégénérescence des cellules germinales 

(Zini et al., 1996). 
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Le NO régule aussi la mobilité spermatique de façon dépendante de la dose. Une faible 

concentration de NO augmente la mobilité en neutralisant les radicaux libres inhibiteurs de la 

mobilité (Hellstrom et al., 1994) alors qu’une moyenne ou forte concentration la diminue en 

contribuant à la formation de composés toxiques pour les spermatozoïdes tels que le 

péroxynitrite (Rosselli et al., 1995).  

4.3.6.3.Effet sur la fécondation et l’activation. 

La réponse de l’ovocyte à l’acrosome du spermatozoïde se fait notamment par une libération 

de NO, engendrant la synthèse de GMPc suivie de l’activation de PKG puis de l’œuf  de souris 

(Bu et al., 2004). Toutefois, chez la souris les spermatozoïdes induisent une forte réponse 

calcique de l’ovocyte sans affecter le niveau de NO, qui ne semble donc pas être un facteur clé 

dans la fécondation.  

Cependant une étude datant de 2000 semble indiquer que le NO n’aurait aucun rôle dans la 

fécondation. Dans l’ovocyte d’oursin le NO à, de la même manière que pour la souris, était 

suggéré comme étant responsable de l’augmentation de Ca2+ intracellulaire responsable de 

l’activation de l’ovocyte (Kuo et al., 2000). Dans l’étude de 2001, portant aussi bien sur la 

souris que sur l’oursin, l’augmentation de Ca2+ engendrée par le sperme n’a pu être corrélée 

avec une augmentation du NO intracellulaire. De la même manière un inhibiteur de la synthèse 

de NO (N(G)-nitro-L-arginine methyl ester) n’a aucun effet sur cette augmentation de calcium 

(Hyslop et al., 2001).  

 

Chez le porc, un donneur de NO agirait comme activateur parthénogénétique de l’ovocyte (Petr 

et al., 2005). Dans cette étude les auteurs se sont intéressés aux effets du SNAP et du SNP, deux 

donneurs de NO, et de la micro-injection d’une eNOS exogène sur l’activation des ovocytes de 

porc. Les donneurs de NO sont capables d’induire l’activation des ovocytes dépendamment de 

la dose. Il est à noter que le SNAP, donneur fort de NO, est plus efficace que le SNP. La micro-

injection de l’eNOS exogène seule n’est pas capable d’induire une activation des ovocytes. 

Cependant, son injection en présence de calmoduline permet l’activation d’une façon 

dépendante de la dose. La spécificité de ces effets a été testée par l’utilisation d’un inhibiteur 

spécifique des NO synthases : le L-NAME, qui a permis le blocage de l’activation des ovocytes 

après micro-injection de l’eNOS couplée à la calmoduline ou en présence des donneurs de NO. 

Ce dernier résultat est plutôt surprenant puisque l’action des donneurs de NO ne dépend pas 

d’une NO synthase et le L-NAME ne devrait donc pas être capable d’influencer leur action sur 

l’ovocyte. Ainsi, plus que le NO en lui-même, ce serait en réalité l’activité des NO synthases 

qui serait responsable de l’activation des ovocytes. En présence de SNAP, aucune exocytose 

des granules corticaux n’est visible, et cela même après 10h, ce phénomène se produisant 

normalement 6h après la pénétration du spermatozoïde. Cependant, il est connu que l’activation 

des ovocytes induite artificiellement n’entraine pas toujours l’exocytose des granules corticaux. 

De même, l’activation et l’exocytose des granules corticaux ont été démontrées comme étant 

des processus différents (Sun et al., 1997). Un autre problème se pose cependant : la cinétique 

d’activation des ovocytes en  présence de donneurs de NO est très longue, demandant environ 

une dizaine d’heures, alors que le phénomène d’activation est normalement un processus rapide, 

de quelques minutes. Un autre activateur des ovocytes est connu pour entrainer ce phénomène 

selon une cinétique longue : l’acide cyclopiazonique, qui entraine une augmentation du calcium 

intracellulaire par une inhibition ATPases calcium-dependant (Petr et al., 2000). À l’ensemble 



92 
 

de ces observations doit être ajouté un mauvais clivage des premiers stades embryonnaires de 

ces ovocytes activés par le NO. Du fait de l’activation très lente, de l’absence d’exocytose de 

granule corticaux et d’un mauvais taux de division post activation il reste encore à démontrer 

que le NO joue effectivement un rôle dans l’activation des ovocytes de porcs (Petr et al., 2005).     

 

Chez le xénope, il est admis que le blocage en métaphase II et l’inhibition de la terminaison de 

la méiose sont dus au maintien de l’activité du MPF . Une augmentation de la concentration 

calcique intracellulaire active la protéine kinase Ca2+/calmoduline-dépendante (CaMKII), une 

protéine clé sous-régulant le MPF en activant l’Anaphase Promoting Complex (ou APC). 

L’utilisation d’un donneur de NO, le SNAP, induit l’exocytose des granules corticaux et la 

sortie du blocage en métaphase II par des voies calcium dépendantes (Jeseta et al., 2012). Sur 

le plan moléculaire, le SNAP entraine une augmentation de calcium, induit l’inactivation de 

MAPK, mais le MPF reste actif (Jeseta et al., 2012). 
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Effet du NaHS sur la reprise de méiose et le développement précoce du xénope 
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1. Contexte 

Si les effets du monoxyde d’azote sur la méiose sont de plus en plus décrits (Jeseta et al., 2012; 

Gelaude et al., 2015; Nakamura et al., 2002; Jablonka-Shariff and Olson, 1998), les effets 

induits par l’hydrogène sulfuré (H2S) demeurent méconnus. Pourtant, le H2S est également 

produit au niveau des organes reproducteurs mâles comme femelles (Liang et al., 2006, 2007; 

Kimura, 2011) et l’importance que revêtent les enzymes responsables de son métabolisme dans 

ces tissus commence à être démontrée, notamment au niveau des fonctions de reproduction 

chez le rat (Ghasemi et al., 2012), la souris (Guzmán et al., 2006; Liang et al., 2006) et le lapin 

(Srilatha et al., 2009). Cependant, l’ensemble de la bibliographie portant sur ce domaine d’étude 

reste limité et le rôle du H2S, ainsi que les mécanismes mis en jeu, pour son action sur les 

organes reproducteurs, ne sont pas encore clairs.  

 

2. Objectifs 

Au vu du peu de données expérimentales, et dans le cadre d'une comparaison avec le modèle 

méiotique de l’ovocyte de porc (voir publications 3 & 4, section suivante), nous nous sommes 

fixés comme objectifs d’étudier plus précisément les effets de l’H2S sur les voies de 

signalisation impliquées dans la levée du blocage des ovocytes en prophase I, ainsi que ses 

effets sur la fécondation et le développement précoce des embryons de xénope.  

 

3. Effets du NaHS sur la reprise de méiose des ovocytes de xénope.  

3.1.Choix du donneur de H2S 

Deux donneurs de H2S ont été choisis dans le cadre de cette étude. Le premier, le NaHS, est un 

donneur rapide de H2S, libérant une grande quantité de H2S en une heure pour ensuite ne plus 

en produire. À l’inverse le GYY4137 est un donneur lent de H2S, libérant une faible quantité 

de H2S, mais sur un temps pouvant aller jusqu’à plusieurs jours. 

 

Un autre donneur de H2S rapide est souvent cité dans la littérature : le Na2S. Ce donneur de H2S 

est notamment utilisé pour les études portant sur les effets du H2S sur la reprise de méiose et 

l’expansion du cumulus des ovocytes de porc (Nevoral et al., 2014). Le NaHS a été choisi dans 

notre étude car sa capacité de production en H2S était supérieure à celle produite par le Na2S 

pour des concentrations de 100 µM, 200 µM, 400 µM, 800 µM et 1600 µM après une durée de 

30 minutes (Figure 28). 
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Figure 28 : Comparaison de la production de H2S produit par le NaHS et le Na2S. La libération d’H2S par notre donneur 

le NaHS a été vérifiée à l’aide d’un test colorimétrique décrit par Pan et al. en 2006. Le donneur d’H2S est mis en présence de 

pyridoxal-5-phosphatase, de L-cystein et de zinc acétate. La réaction est stoppée après une heure à l’aide d’acide 

trichloroacétique. Afin de colorer la réaction du N,N-Dimethyl-p-phenylenediamine sulphate et du FeCl3 sont ajoutés. Un 

complexe de couleur jaune est alors formé et la DO mesurée à 670 nm permet de déterminer la quantité de H2S produit. 

La comparaison avec le donneur lent qu’est le GYY4137 sera détaillée plus tard dans les 

résultats supplémentaires. 

3.2.Le NaHS entraine une inhibition dose-dépendante de la reprise de méiose induite par 

la progestérone.  

 Le NaHS, donneur d’H2S, provoque un ralentissement, voire une inhibition non complète à 

forte dose, de la reprise de méiose induite par la progestérone (Article 1, Figure 1.A et B.). 

Lorsque les ovocytes de ces expériences sont séparés en deux groupes, en fonction de la 

présence ou non d’une tache de maturation, les profils observés en immuno-empreinte 

(phosphorylation de MAPKs, ERK et RSK : activation de la voie MAPK ; phosphorylation de 

15tyr-Cdc2 et Histone H3 : activation du MPF), sont cohérents. En effet, les ovocytes ayant 

repris leur méiose (avec tache de maturation) présentent une voie MAPK et un MPF actifs. Au 

contraire, les ovocytes sans tache de maturation ne montrent aucune activation de ces deux 

voies. Ces observations contrastent avec l’hétérogénéité des résultats observés dans les 

ovocytes traités par un donneur de NO (Article 1, Figure 1.C.). Enfin dans notre étude, les 

coupes d’ovocytes traités au NaHS, puis colorés au rouge nucléaire et au picroindigo carmin, 

ne présentent aucune altération de morphogenèse du fuseau de méiose (Data not show). 

Puisque le H2S perturbe l'activation des voies MPF et MAPK de manière dépendante de la dose, 

nous avons testé la capacité de ce gazotransmetteur à inhiber les évènements précoces qui 

suivent la stimulation par la progestérone. Trois étapes majeures de la reprise de méiose ont été 

choisies, reposant sur trois évènements majeurs de la reprise de méiose : (1) l’inhibition de la 

PKA, (2) l’inhibition de la synthèse protéique et (3) l’inhibition de la boucle d'auto-

amplification du MPF. Ces évènements biochimiques initiaux de la reprise de méiose ont été 

simplifiés comme présentés dans la figure 29. L’effet du NaHS sur chacun de ces évènements 

biochimiques clés a été testé. 
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Figure 29 : Schéma des voies biochimiques impliquées dans la reprise de méiose des ovocytes de xénope et mécanismes 

potentiellement sensibles aux NaHS. La liaison de la progestérone sur son récepteur entraine (I) la baisse de l’activité PKA 

permettant (II) une augmentation de la synthèse protéique et (III) l’activation du Cdc25c. Mos est synthétisée et permet 

l’activation de la voie MAPK par des phosphorylations successives. Le dernier effecteur de cette voie combiné à la synthèse 

protéique est l’activation de Cdc25c qui permet lui-même l’activation du pré-MPF stocké dans l’ovocyte. Le H2S pourrait 

entrainer une inhibition de la reprise de méiose par un effet sur ces différents évènements biochimiques.  

3.3.Les effets du NaHS ne sont pas dus à une augmentation de l’activité PKA 

Le NaHS à des concentrations entre 1 µM et 100 µM est capable de provoquer une 

augmentation d'AMPc dans les ovocytes de xénope et les cultures primaires de cellules du 

cerveau tel que des lignées cellulaires gliales et neuronales (H Kimura, 2000). En présence de 

NaHS à 100 µM l’accumulation d’AMPc observée dans les ovocytes de xénope atteint jusqu’à 

≈70 pmol/mL contre 25 pmol/mL en ovocytes contrôles. Une première hypothèse, selon 

laquelle le H2S pourrait inhiber la transition G2/M via une augmentation de l’activité PKA, a 

été posée. Cette hypothèse a été testée en utilisant un inhibiteur de l’activité PKA : le H-89. Le 

H-89 entraine une inhibition de l’action de la PKA par le biais d’une inhibition compétitive 

avec l’ATP pour la fixation sur le site catalytique. À l’inverse du KT5720 par exemple, dont 

l’action inhibitrice est similaire à celle de l’H-89, il n’est pas perméable aux membranes et doit 

donc être micro-injecté dans l’ovocyte pour y effectuer son action. La micro-injection de H-89 

à une concentration en excès de 50 µM ne permet pas d’empêcher les effets inhibiteurs de NaHS 

sur la reprise de méiose (Article 1, Figure 2). Bien que cette augmentation d’activité de PKA 

en présence de H2S soit avérée, elle n’est certainement pas suffisante pour contrecarrer la baisse 

entrainée par la fixation de la progestérone sur son récepteur. 
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3.4.Le NaHS est capable d’entrainer une inhibition de la synthèse protéique. 

Les ovocytes de Xenopus sont capables de traduire l'ARN ou de l'ADN injecté dans leur 

cytoplasme, mais également, dans certains cas, d’effectuer des modifications post-

traductionnelles nécessaires pour l'activité de la protéine (Sigel, 1990). Parce que les ovocytes 

de xénope ne synthétisent pas de manière endogène la protéine Myc, cette protéine a été choisie 

et utilisée comme étiquette afin d'étudier l'effet de NaHS sur la synthèse protéique. Un ARNm 

Myt1-Myc a ainsi été injecté dans des ovocytes préincubés durant 15 minutes dans du NaHS à 

différentes concentrations. La quantité de protéine Myt1-Myc traduite a été mesurée après 8 

heures par immuno-empreinte en utilisant un anticorps spécifique de Myc.  

Les résultats montrent une baisse dans la quantité de protéine Myt-Myc traduite dans les 

ovocytes de xénope de façon dépendante de la dose de NaHS. Plus la concentration en NaHS 

est forte plus la traduction semble inhibée (Article 1, Figure 4). C’est la première fois qu’un 

potentiel effet de l’H2S sur la traduction des protéines est montré. 

3.5.Le NaHS empêche la reprise de méiose principalement par un mécanisme ROS-

dépendant et l'inhibition de Cdc25c.  

Des expériences de micro-injection de cytoplasmes d’ovocytes matures de xénope en ovocytes 

immatures ont révélé que de fortes concentrations de NaHS (1 mM et 5 mM) étaient capables 

d’entrainer une inhibition totale de la reprise de méiose des ovocytes. Aucune tache de 

maturation n’est visible sur les ovocytes traités avec le donneur de H2S; l’immuno-empreinte 

de Cdc2 révèle un profil d’ovocytes bloqués en prophase I et l’hémisection de ces ovocytes 

après fixation par la chaleur montre la présence d’une vésicule germinative (Figure 5.A et B.). 

Ces expériences de micro-injection permettent d’étudier les effets d’un composé sur la mise en 

place de la boucle d’auto-amplification du MPF, boucle dont les composants majeurs sont le 

MPF et la phosphatase Cdc25c. Une étude plus poussée des effets du H2S sur ces composés 

(MPF et Cdc25) a permis de  définir que l’action du gazotransmetteur sur la boucle d’auto-

amplification portait principalement sur la phosphatase. En effet, le MPF n’est ni dissocié, ni 

inactivé en présence de NaHS et cela, quelle que soit la concentration utilisée.  

La mesure de l'activité a été réalisée grâce à une méthode colorimétrique: une protéine humaine 

Cdc25c a été mise en présence de NaHS afin de démontrer un effet inhibiteur du donneur de 

H2S. Cet effet est significatif et presque total à forte concentration (1 mM et 5 mM) (Résultats 

supplémentaires). Ces observations sont à corréler avec les effets obtenus lors de la micro-

injection de cytoplasmes d’ovocytes matures à ces mêmes concentrations.  

 

L’ensemble de ces observations nous permet de conclure que le NaHS entraine un effet 

inhibiteur de la reprise de méiose des ovocytes de xénope par, a minima, une inhibition de 

l’activité de la phosphatase Cdc25c. De plus, en présence de SOD (Super Oxyde Dismutase) et 

de catalase, utilisées respectivement à 150 unités et 80 unités, enzymes anti-oxydantes capables 

d’éliminer les ROS (Reactive Oxygen Species), l’activité du NaHS sur la maturation est 

diminuée (Article 1, Figure 7). Dans nos conditions, un lien entre les ROS et Cdc25c est ainsi 

suggéré et s’avère être une voie de travail solide sachant qu’il a été démontré dans une étude 

que les ROS modifiaient l’activité de Cdc25c via une cystéine présente dans le domaine 

catalytique de la phosphatase, cystéine sensible au stress redox (Rudolph, 2005). Toutefois, 

nous ne pouvons exclure l’hypothèse qu’une S-Sulfhydration soit aussi impliquée dans notre 

contexte. 



99 
 

 

Deux mécanismes particuliers ont donc été mis en évidence : une action d’inhibition de la 

reprise de méiose associée à la production de ROS ainsi qu’une action d’inhibition de l’un des 

acteurs majeurs de la boucle d’auto-amplification du MPF : Cdc25c. 

 

4. Effet du NaHS sur le développement précoce du xénope. 

4.1. Généralités sur le développement 

Le développement de l’ovocyte de xénope peut se résumer en quatre grandes étapes présentées 

dans la figure 30. Ces différents stades se caractérisent par des évènements morphologiques, 

cellulaires et moléculaires. Ces évènements se déroulent toujours dans une cinétique et un ordre 

précis.  

Figure 30 : Différentes étapes du développement embryonnaire du xénope. Après fécondation les embryons subissent de 

nombreux clivages successifs durant la segmentation. Au terme de ces clivages l’embryon au stade blastula va subir la 

gastrulation, ensemble de mouvements qui permet la mise en place des feuillets. L’embryon subit ensuite la neurulation durant 

laquelle la chorde et le système nerveux sont définis. Enfin une étape d’organogenèse permettra la mise en place des organes. 

 La segmentation : Le premier clivage, ou division de segmentation, a lieu 1h30 après 

la fécondation et scinde l’œuf en deux cellules, ou blastomères. Un second clivage a 

ensuite lieu, 45 minutes plus tard, divisant l’œuf en 4 cellules. La division suivante se 

produit de manière asymétrique. Par la suite, les divisions se succèdent de manière 

rapide afin de donner une morula, ensemble de plusieurs blastomères, ayant l’aspect 

d’une petite mûre. Durant ces clivages, le volume global de l’embryon ne varie pas, les 

blastomères deviennent de plus en plus petits au fur et à mesure de la segmentation. Au 

terme de ces clivages l’embryon se trouve au stade blastula.  

Blastula Début de Gastrula Gastrula Neurula

Bouchon vitellin

Stade 2 Stade 3 Morulla

Segmentation Gastrulation Neurulation Organogenèse

Bourgeons caudaux éclos
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Figure 31 : Représentation de la gastrulation vue par l'hémisphère végétatif montrant l'évolution du blastopore depuis 

sa formation (stade encoche blastoporale) jusqu'à l'achèvement de la gastrulation (stade fente blastoporale) (source : 

http://www.snv.jussieu.fr/). 

 La gastrulation : Alors que la segmentation se définit par une succession de divisions, 

la gastrulation est composée par un ensemble de mouvements morphogénétiques de 

grande ampleur, qui conduisent à la mise en place des feuillets embryonnaires, 

l’ectoderme, le mésoderme et l’endoderme. Lors de cet évènement, on peut voir 

apparaitre le bouchon vitellin, un groupe de cellules endodermiques situées au pôle 

végétatif. La formation de la fente blastoporale signe la fin de la gastrulation. Chez le 

xénope cette étape dure de 7 à 8 heures (Figure 31). 

 

 La neurulation : Cette étape correspond à la formation du système nerveux. Lors de la 

gastrulation, les contacts établis entre le mésoderme et l’ectoderme induisent le 

neuroectoderme. L’ébauche du système nerveux se forme dans la région dorsale de 

l’embryon. Cette étape est caractérisée par la formation de deux bourrelets neuraux, qui 

se soudent sur le plan médian pour former un tube. Apparait alors le tube neural, 

marquant le début de l’organogenèse. À ce stade la polarité de l’embryon devient plus 
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marquée, le tube neural se trouvant sur sa face dorsale. L’axe antéro-postérieur est alors 

matérialisé par la formation de la tête et du tronc (Figure 32). 

Figure 32 : Schémas interprétatifs des mouvements du neurectoderme au cours de la neurulation sur des sections 

transversales d'embryons depuis le stade de la plaque neurale (PN) (1) jusqu'à la formation du tube neural (TN) (5).  

Le neuroectoderme s’épaissie par rapport à l'épiderme limitant (1) et l’on observe un soulèvement des bourrelets neuraux (BN) 

(1,2), ainsi qu’un rapprochement des bourrelets neuraux vers le plan médian (en trait discontinu bleu) (3), l'affrontement des 

bourrelets neuraux (4) et la soudure des bourrelets neuraux permettant la formation du tube neural qui se sépare de l'épiderme 

(Ep). En bleu clair, sont représentés les tissus à l'origine du tube neural et en bleu tramé, sont représentées les cellules de la 

crête neurale qui s'individualisent au moment de la soudure des bourrelets neuraux. Arch: Cavité de l'archentéron, Ch: chorde, 

End: endoderme, S: somites. (Source http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/xénope1/)  

 

 L’organogenèse : durant cette étape, des massifs cellulaires issus des trois feuillets 

embryonnaires, ectoderme, mésoderme et endoderme, se différencient en ébauches ou 

bourgeons d’organes. Lors de cette étape, l’embryon se modèle peu à peu pour prendre 

une forme de têtard : le bourgeon caudal se dessine. Parmi les évolutions 

morphologiques que subira ce bourgeon, on peut noter un allongement (commencé avec 

une élongation de l’embryon durant la neurulation), l'individualisation des yeux, des 

branchies externes, du cœur, d’une glande adhésive et d’un tube digestif. Il se dote aussi 

de mouvement par le biais de contractions musculaires. 

Par la suite se déroule une étape de croissance. 
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4.2.Le NaHS entraine une diminution du taux de fécondation. 

Des fécondations ont été effectuées en présence du donneur de H2S et la quantité d’ovocytes 

fécondés a été relevée. Afin de déterminer le taux de fécondation, la « rotation corticale » ou 

« rotation d’équilibration » a été utilisée (Figure 33).  

 

Figure 33 : Schéma du phénomène d'équilibration. Un détail met en évidence la création de l'espace périvitellin qui 

désolidarise l'ovocyte de ses enveloppes. PA: Pôle Animal, PV: Pôle Végetatif. (d’après http://www.snv.jussieu.fr/). Une 

demi-heure après la pénétration du spermatozoïde, l'ovocyte de xénope s'oriente en fonction de la pesanteur. L'hémisphère 

végétatif, plus dense, se tourne vers le bas, laissant apparaitre vers le haut l'hémisphère animal pigmenté. Cela provient de la 

formation d’un espace périvitellin entre la membrane de fécondation, ancienne enveloppe vitelline et la membrane plasmique. 

L'ovocyte se désolidarise de l’enveloppe vitelline, ce qui permet une rotation en fonction de la pesanteur et donc du gradient 

vitellin.  

En présence de NaHS le taux de fécondation est diminué de façon indépendante  de la dose. Le 

taux de fécondation passe de 71,53% en condition contrôle à 50,50 ; 41,60 et 43,23 % en 

présence de 100 µM, 500 µM et 1 mM de NaHS respectivement. Cependant seule la 

concentration de 500 µM entraine une baisse statistiquement significative, les autres résultats 

dénotant uniquement une forte tendance à la diminution du taux de fécondation (Résultats 

supplémentaires). 

 

4.3.Le NaHS entraine un retard de développement dépendant de la dose, mais n’influe pas sur 

l’apoptose. 

La taille des embryons de xénope permet de suivre leur évolution sous loupe binoculaire (Figure 

34). Ainsi, les temps de passage des stades précoces des embryons ont été relevés afin de 

déterminer s’il existait un retard, ou une accélération, du développement des embryons mis en 

contact du NaHS jusqu’au stade 6. De même, le nombre d’embryons entrés en apoptose a été 

relevé à temps fixes dans les différentes conditions. 

La présence de NaHS entraine un retard de développement des embryons jusqu’à atteindre un 

retard de 82 minutes par rapport aux embryons contrôles au stade 6 en présence de NaHS à 1 

mM. Ce retard est observé dès le passage du stade 2 et s’amplifie jusqu’au stade 6. Seule la plus 

http://www.snv.jussieu.fr/
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forte concentration de 1 mM démontre un retard statistiquement significatif (0,01<p<0,05). 

Aucun effet n’a été observé quant au taux d’apoptose des embryons. Il n’y a ni retard ni 

accélération de la mort cellulaire en présence de NaHS et cela, quelle que soit la concentration 

(Résultats supplémentaires).  

 

Figure 34 : Photos des différents stades de développement de l’embryon de xénope en condition contrôle.  

En conclusion, nous avons pu démontrer que le NaHS entrainait, non seulement, un retard, voir 

à forte concentration une inhibition, de la reprise de méiose des ovocytes de xénope, mais 

influençait aussi la fécondation et le développement précoce des embryons. Nous avons pu 

déterminer que Cdc25c, un des membres de la boucle d’auto-amplification, était l’une des cibles 

potentielles du NaHS pour ses effets sur la maturation. Ces effets sont aussi ROS dépendants. 

Enfin nous avons montré pour la première fois que le NaHS entrainait une inhibition de la 

traduction dans les ovocytes de xénope. 

  

St 2
St 3

St 4 St 5 St 6
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Effet du NaHS sur la reprise de méiose et le développement précoce du xénope. 
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Hydrogen sulfide modulates cell cycle transition during Xenopus meiosis and early 
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Introduction 

 

Gasotransmitters have been found to exert a wide variety of functions. Gasotransmitters include 

carbon monoxide, nitric oxide and hydrogen sulfide. The latter is involved in many different 

physiological processes, non-exhaustively including inflammation, neuromodulation, 

cytoprotection, regulation of vascular tone, vascular remodeling, protective role in heart 

diseases and atherosclerosis, as well as in pulmonary hypertension ( Qu, Lee, Bian, Low, & 

Wong, 2008; Wang, Du, & Cui, 2015). Hydrogen sulfide (H2S) is produced from three 

enzymes, namely aminoacid L-cystein by Cystathionine β-Synthase (CBS), Cystathionine γ-

Lyase (CSE) and 3-Mercaptopyruvate Sulfurtransferase (3-MPST) (Wang, 2002; Shibuya et 

al., 2009b; Zhao et al., 2013). These three enzymes exhibit various levels of expression, 

according to the considered tissue. They are noticeably expressed in the reproductive organs 

(Guzmán et al., 2006; Srilatha et al., 2009; Ghasemi et al., 2012), where it was first assumed 

that H2S metabolism mediates physiological functions, or at least, that alteration of H2S 

metabolism could lead to reproductive abnormalities. Nevertheless, in this context, H2S 

mechanisms of action during cell cycle and meiosis remain poorly understood. 

Identified as expressed in reproductive systems in mice, rat and human (Sugiura et al., 2005; 

Liang et al., 2006; Patel et al., 2009), H2S was mainly involved in male in the facilitation of the 

erectile function. This proerectile role was found in primates (Srilatha et al., 2006) rats, rabbits 

(Srilatha et al., 2007) and humans (d’Emmanuele di Villa Bianca et al., 2009). A distinct 

distribution of CSE and CBS was also reported in rat testes, where the enzymes were 

respectively detected in Sertoli cells alone and in Sertoli, Leydig and germ cells (Sugiura et al., 

2005). A role for H2S in testis function has been suggested (Oi et al., 2001) but evidences remain 

scarce. 

Limited studies have addressed the impact of H2S on the reproductive function, as a pollutant. 

H2S was associated in Finland with an increase in the rate of spontaneous abortion (Hemminki 

and Niemi, 1982) ; nevertheless, the subjects in this study might have also been exposed to 

other pollutants, also susceptible to increase such risk. Direct evidences for a role of H2S at the 

physiological level in reproductive systems came from rodents, where CSE and CBS appeared 

to play different roles in female organs (Zhu et al., 2011). Lessons taken from knockout 

experiments underlined that if CSE knock-out exhibit no defects in reproductive functions 

(Yang et al., 2008), CBS is necessary for female fertility, though CBS was not detected  in 

oocytes (Liang et al., 2006). CBS knock-out was reported to drive a decrease in uterine mass 

but no ovarian failure (Guzmán et al., 2006), though it has also been reported that invalidating 
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CBS expression resulted (i) in decrease in follicles population in the same study (Guzmán et 

al., 2006) and (ii) in inhibition of oocyte maturation (Liang et al., 2007).  

 A main comment may be performed when considering the corpus of data obtained: studies on 

the impact of H2S directly oocytes were scarcely performed. Recently, aging in porcine oocytes 

was prevented by H2S donors (Krejcova et al., 2015). In addition, profiles of expression for 

CBS, CSE and 3-MPST were reported in the same model (Nevoral et al., submitted/in press). 

In this context, a direct effect of H2S was reported on oocytes: H2S donors accelerated meiotic 

resumption while inhibitors of H2S metabolism prevented oocyte maturation (Nevoral et al., 

submitted/in press). 

Xenopus oocytes have provided for many decades a classical model for studying cell cycle 

progression and cell death. Being a giant cell, the oocyte supplies the material sufficient for the 

production of 4000 cells without cellular growth or transcription (Gurdon, 1974) ; its volume 

is assumed to be equivalent to 50000 somatic cells. Blocked in prophase of the first meiotic 

division - in a state analogous to G2 phase - oocytes resume meiosis upon stimulation by 

progesterone, mimicking the steroid stimulation provided by follicular cells in vivo. Considered 

as an M-phase entry, the meiotic resumption is characterized at the morphological level by the 

occurrence of a white spot at the apex of cell, attesting the migration and dissolution of the 

germinal vesicle (germinal vesicle breakdown, GVBD). These oocytes progress from meiosis 

I until metaphase of meiosis II, in anticipation for fertilization. The migration of nuclear 

material towards the animal pole is followed by the condensation of the chromosomes and the 

organization of a meiotic spindle. At the molecular level, the meiotic resumption is triggered 

by the activation of an universal factor, the MPF (M-Phase Promoting Factor), which is 

activated by Cdc25c, a pivotal enzyme in the regulation of M-phase progression (Masui and 

Markert, 1971; Rime et al., 1994). In parallel to MPF, MAPK/Erk are activated (Ferrell et al., 

1991). Such activation is requested for proper maturation : meiotic spindle formation (Baert et 

al., 2003; Bodart et al., 2005) and absence of DNA synthesis between the two meiotic divisions 

(Dupré et al., 2002).  

 

We focused here on the effects of H2S donors or inhibitors of the H2S metabolism on G2/M 

transition in Xenopus oocytes. Analysis was performed at the single cell level, and emphasize 

that preventing H2S metabolism accelerates meiotic resumption whereas H2S donor NaHS 

prevents G2/M transition. We report that H2S modulates directly oocyte meiosis in amphibian, 

and discuss the mechanisms of its action.  
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Material and methods 

Reagents 

All reagents were obtained from Sigma–Aldrich Chimie (Saint-Quentin Fallavier, France), 

except MS222 (tricaine methane sulfonate; Sandoz), collagenase (Roche Applied Science1) and 

antibodies (Santa Cruz Biotechnologie and Cell signaling). All tested solutions and media 

(ND96: 96mM NaCl, 2mM KCl, 1.8mM CaCl2, 1mM MgCl2, 5mM HEPES-NaOH, pH 7.5) 

were prepared daily or obtained by appropriate dilutions from stock solutions in ND96 medium.  

 

Handling of frogs and oocytes 

After anesthetizing of the Xenopus females (purchased from the University of Rennes I, France) 

by immersion in 1 g/L MS222 solution, ovarian lobes were surgically removed and placed in 

ND96 medium. Fully grown stage VI oocytes were isolated and defolliculated by partial ovarian 

tissues digestion with a collagenase treatment for 30min (1mg/ml collagenase A) followed by 

a manual microdissection. Oocytes were stored at 14°C in ND96 medium until experiments. 

All animal experiments were performed at the animal facility of Lille University according to 

the rules of the European Community Council guidelines (86/609/EEC) for laboratory animal 

experimentation. The animal protocol was approved by the local institutional review board 

(Comité d’Ethique en Experimentation Animale Nord-Pas-De-Calais, CEEA 07/2010). 

 

Treatment and analysis of meiotic resumption 

Meiotic resumption was induced by incubating oocytes in ND96 medium containing 10 µM of 

progesterone (4 mg/mL; Sigma–Aldrich). Maturation process (M-Phase entry) was scored by 

the appearance of a white spot at the animal pole of the oocyte. Oocytes were incubated with 

NaHS (100 μM-5 mM), AOAA (aminooxyacetic acid - 10 mM), KGA (ketoglutaric acid - 10 

μM), PAG (DL-propargylglycine - 10 μM), SOD (Super Oxyde Dismutase, 150 units), Catalase 

(80 units) or with H-89 (50 µM) a PKA inhibitor. Oocytes were placed at 23°C. An individual 

observation of oocytes was performed each hour during several hours under binocular 

microscope and the number of oocytes with a white spot was scored. 

 

Micro-injection of mature oocyte cytoplasm 

Defolliculated oocytes were matured overnight in the presence of progesterone (4 mg/ml) at 

19°C. Oocytes with a white spot were selected and rinsed to remove all trace of progesterone. 

40 nl of cytoplasm were withdrawn from donor oocyte, using a positive displacement digital 

micropipette (Nichiryo) and 10 nl were injected at the equator of recipient immature oocytes. 
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Before micro-injection, immature oocytes were exposed to the NaHS (100 μM-5 mM) during 

1 h . Microinjected oocytes were placed at 23°C for maturation and the white spot appearance 

was monitored hourly. 

 

Heat fixation and GVBD analysis 

After phenotypical analysis of the maturation process (appearance of white spot), oocytes were 

heated during 15 minutes at 100°C. Then they were bisected to analyze the absence or the 

presence of the germinal vesicle.  

 

Cytological analysis 

Oocytes were fixed in Smith reagent (Smith A: Potassium Bichromate 17mM ; Smith B: formol 

and acetic acid 80/20%) for a minimum period of 12 h in darkness. They were then dehydrated 

and embedded in paraffin. Section of 7 microns were cut and stained with the nuclear red (0.1g 

of nuclear red QSP 100 ml aluminium sulfate 5%) to reveal nuclear structures and 

chromosomes, and with picroindigo carmine (0.25 g of picroindigo carmine QSP 100 ml 

saturated picric acid) for cytoplasmic structures. Such staining enable spindles and condensed 

chromosomes detection, even if ectopic or atypic [Flament et al., 1996,1997 + Gelaude et al., 

2015]. 

 

Electrophoresis and western-blot 

Eggs were lysed in homogenization buffer (PY : (50 mM HEPES pH 7.4, 500 mM NaCl, 0.05% 

SDS, 0.5% Triton X100, 5 mM MgCl2, 1 mg/mL bovine serum albumin, 10 μg/mL leupeptin, 

10 μg/mL aprotinin, 10 μg/mL soybean trypsin inhibitor, 10 μg/mL benz-amidine, 1 mM 

PMSF, 1 mM sodium vanadate ; 10µL / Oocyte)) and centrifuged for 5 min at 10,000g (4°C) 

to eliminate yolk platelets. Supernatants were added with one volume of Laemmli 2X buffer 

4% beta-mercaptoethanol, heated at 100°C for 3 min and stored at-20°C until analysis. Proteins 

from oocytes were separated by SDS–PAGE (15–17%) and transferred onto nitrocellulose 

membranes (Hybond, Amersham Pharmacia Biotech, United Kingdom). Blots were blocked 

with 10% low fat dry milk and incubated with specific antibodies. p90Rsk was detected using 

the polyclonal rabbit antibodies (p90Rsk1 C-21 sc231, Santa Cruz Biotechnology ; 1/1000), 

ERK2 was detected using mouse monoclonal antibodies (Erk2 D-2 sc1647, Santa Cruz 

Biotechnology ; 1/3000), anti-P-H3 antibodies (S10, Cell Signaling ; 1/1500), P-Tyr15 Cdk1 

using overnight incubation with mouse monoclonal antibodies (tyr15, Cell signaling ; 1/1500), 

CSE using overnight incubation with mouse monoclonal antibodies (Sigma Aldrich ; 1/1000), 
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CBS using overnight incubation with mouse monoclonal antibody (Sigma Aldrich ; 1/1000), 

MPST using overnight incubation with rabbit monoclonal antibody (Sigma Aldrich ; 1/1000), 

Anti Cdc2 rabbit monoclonal antibody (17, Santa Cruz Biotechnology ; 1500), Cycline B2 

(Cyclin B2 sc53239, Santa Cruz biotechnology ; 1/1500)  and anti-cytochrome C (7H8.2C12, 

ab13575, Abcam, 1/1500). Nitrocellulose membranes with bounded primary antibody were 

then incubated with appropriate secondary antibodies (Sigma–Aldrich). The signals were 

detected using a chemiluminescent assay (ClarityTM Western ECL Substrate, Bio-Rad) 

 

Co-immunoprecipitation 

Cdc2 immunoprecipitations were performed on 50 immatures oocytes lysed with 200 µL of 

PY. After centrifugation at 4°C for 15 minutes at 10000g, the protein phase is incubated with 

different concentrations of NaHS (100 µM, 500 µM, 1 mM et 5 mM) for 24h at 4°C. Protein 

extracts are washed in the presence of beads alone for 1 h at 4°C. Anti-cdc2 antibody (1: 200; 

Invitrogen) was added for 2 hours at 4°C. Protein A-Sepharose beads (5 mg, Sigma) were added 

for one hour at 4°C. The immune complexes were collected by centrifugation (10000g, 1min, 

4°C), rinsed 3 times and resuspended in 1 volume of 2x Laemmli buffer. Proteins were then 

separated on 12.5% gels and analyzed by immunoblotting using an anti Cdc2 and an anti-Cyclin 

B2 according to western-blotting protocol. 

 

Histone H1 and Myelin Basic Protein Double Assay 

Assays were made on protein extracts of 50 immature oocytes lysed in 200 µL of PY. After 

centrifugation at 4°C for 15 minutes at 10000g, the protein phase was incubated with different 

concentrations of NaHS (100 µM, 500 µM, 1 mM et 5 mM) for 24h at 4°C. Samples were 

immediately frozen and stored at −80°C until analysis. The kinase activity of the MPF and 

MAPK pathway were performed. Briefly, their capacity to phosphorylate external substrates 

were tested, specifically histone H1 (H1) for MPF and Myelin Basic Protein (MBP) for MAPK,. 

The kinase reaction was initiated by addition of 5 µl of buffer consisting of 100 mM 3-[n-

morpholino] propanesulfonic acid pH 7.2, 20 mM para-nitrophenyl phosphate, 40 mM β-

glycerolphosphate, 20 mM MgCl2, 10 mM EGTA, 0.2 mM EDTA, 5 µM cAMP-dependent 

protein kinase inhibitor, 2 mM benzamidine, 40 µg/mL leupeptin, 40 µg/mL aprotinin, 600 µM 

ATP, 2 mg H1/ml, 3 mg MBP/mL) and 500 µCi/mL [γ-32P]ATP (GE Healthcare Life Sciences, 

UK). The reaction was conducted for 30 min at 30°C and blocked by the addition of 10 µl of 

Laemmli buffer and boiling for 3 min. After electrophoresis on 15% SDS PAGE gels, it was 
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stained with Coomasie Blue R250, destained overnight, dried and autoradiographed. 

Phosphorylated histone H1 and MBP signals were visualized by MultiGauge 2.0 software. 

 

Apoptosis analysis 

Oocytes stimulated by progesterone were put, after maturation completion, at room temperature 

for 52 hours in presence, or not, of NaHS (5 mM). Apoptosis phenotypes were seeked at specific 

times throughout 52 hours. Proteins from oocytes of the different conditions were extract at 8h, 

24h, 48h, 56 and 72h. Proteins were then separated on 12.5% gels and analyzed by 

immunoblotting using an anti ERK, anti-Cyclin B2, anti-Rsk and anti-Cytochrome C according 

to western-blotting protocol. 

 

Statistical Analysis 

All results are shown as mean +/-standard error of the mean (SEM); N refers to the number of 

separate experiments performed (number of females) while n is the number of treated oocytes. 

Experiments were at least performed in triplicates. Significant differences were assessed with 

SigmaStat 3.1 software (SysStat, Erkrath, Germany) by means of one-way analyses of variance 

followed by post-hoc Tukey’s tests. Statistical significance was accepted for *P<0.05, 

**P<0.01 and ***P<0.001. 
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Results 

 

1. H2S donor NaHS prevents meiotic resumption in a dose-dependent manner in Xenopus 

oocytes 

NaHS was used at increasing concentrations from 100 µM to 5 mM. NaHS lead to a significant 

decrease of the number of oocytes with a white spot, even at the lowest concentration. In the 

control condition, 30 hours after addition of progesterone, 60% of the oocytes showed a 

maturation spot against 40% and 10% in the presence of 100 µM and 5 mM of NaHS (Figure 

1.À and B). The effect on the meiosis resumption was dose-dependent. The highest the 

concentration of NaHS was, the strongest was the effect of the donor. (Figure 1.B).  

In order to check if oocytes without white spot were still blocked in prophase I, the 

phosphorylation status of Erk, Rsk (downstream Erk effector), Cdc2, and Histone H3 

(downstream target of MPF) were analyzed by western blot at the single cell level. While 

prophase I oocytes exhibited phosphorylation of Cdc2 on tyrosine 15 and absence of Histone 

H3, Erk, and Rsk phosphorylation, mature oocytes showed phosphorylation of Histone H3, Erk, 

and Rsk and dephosphorylation of Cdc2 on tyrosine 15. Oocytes with a maturation spot 

exhibited both phosphorylated ERK and Rsk and lacked phosphorylation of Cdc2 on tyrosine 

15, unlike the oocytes with no maturation spot (Figure 1.C). Thus, there are two separate 

populations: a population of immature oocytes that do not exhibit maturation spot – cells still 

arrested in prophase I - and a mature population exhibiting a maturation spot - cells blocked in 

metaphase II.  

The all-or-none commitment of oocytes towards M phase entry and the formation of a bipolar 

spindle were verified by cytological analysis. NaHS did not disrupt the establishment of the 

spindle. All studied oocytes (n=10 ; N females = 3) showed a spindle anchored perpendicularly to 

the membrane and chromosomes aligned on the metaphase plate (data not show). No oocyte 

without white spot undertook GVBD. Thus, white spot and GVBD were closely related, 

regardless the treatment. 
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2. Joint inhibition of H2S metabolism key enzymes accelerates of the meiotic resumption in 

Xenopus oocytes 

We tested the presence of enzymes of the H2S metabolism in Xenopus oocytes. The three 

enzymes: CBS, CSE and MPST were detected either in immature oocytes in PI and mature 

oocytes blocked in MII (Figure 2.A).  

These enzymes are present in oocytes, offering opportunity to inhibit their activity with specific 

chemical inhibitors: AOAA, PAG and KGA, which are respectively specific inhibitor of CBS, 

CSE and MPST (Reviewed : Szabó 2007). We tested the effects of H2S metabolism inhibition 

on the resumption of meiosis in Xenopus oocytes. When used alone or by pairs, chemical 

inhibitors of H2S metabolism did not alter oocyte maturation (data not shown). However, a 

combination of the three inhibitors causes an acceleration of meiotic resumption. After 10 hours 

in the presence of progesterone and H2S metabolism inhibitors, 90% of the oocytes present a 

maturation spot against 70% in the control condition (Figure 2.B and C). Values of the GVBD50 

indicate a significant acceleration of maturation. Indeed, oocytes of the control condition takes 

an average of 14 hours to reach 50% of maturation (GVBD50=1) against 9h in the presence of 

inhibitors (GVBD50=0.62) (Figure 2.D). So, the simultaneous inhibition of the three enzymes 

of H2S metabolism and therefore, the absence of newly produced H2S in the Xenopus oocyte, 

accelerated meiotic resumption.  

 

3. H2S donor effects are not related to PKA activity 

Since NaHS may induce an increase of AMPc in Xenopus oocytes (Kimura, 2000), we tested 

the hypothesis that H2S effects could be related to increased levels of PKA activity. Therefore, 

H-89, a PKA inhibitor, was used. In our hands, H-89 did not prevent meiotic resumption nor 

maturation of Xenopus oocytes when micro-injected at the concentration of 50 µM. Oocytes 

exhibited a white spot 7 hours after the addition of progesterone (76.67% in the control 

condition against 85.56% with micro-injected H-89, without any statistical difference). 

Accordingly, no difference was observed in the kinetics of white spot appearance between these 

two conditions (Figure 3.A). In presence of progesterone alone, 76.67% of the oocytes showed 

a maturation spot and this percentage decrease in a dose dependent manner in presence of NaHS 

to reach 33,33% at a concentration of 5 mM. The use of H-89 and so, the inhibition of PKA 

activity, did not counteract the effect of NaHS. In presence of H89, the percentage of oocytes 

with a maturation spot were 53.33, 44.44 and 8.89% for NaHS at 500 µM, 1 mM and 5 mM 

respectively (Figure 3.A).  There was either no significant differences between oocytes treated 

with NaHS alone and with H-89 in the kinetic of white spot appearance. The GVBD50 of control 
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oocytes, only treated with progesterone, was normalized to 1. In presence of NaHS, the GVBD50 

increases, proof of a deceleration of the meiosis resumption. At the concentration of 500 µM 

and 1 mM, the GVBD50 up to 1.55 and 1.82. This slowdown is less pronounced but still present 

in NaHS supplemented with H-89. In this condition GVBD50 up to 1.27 and 1.64 in the same 

NaHS concentration (Figure 3.B).  

 

4. NaHS impairs protein synthesis 

Xenopus oocytes translate heterologous mRNA when injected in their cytoplasm (Sigel, 1990; 

Cailliau and Browaeys-Poly, 2009). A Myt-Myc ARNm was micro-injected in oocytes pre-

incubated during 15 minutes in NaHS at different concentrations. Translation of the protein 

after 8 hours was studied by western blotting. Since Erk is at a constant concentration in 

Xenopus oocytes, we used it as a charge indicator. Myt-Myc protein is absent from oocytes. 

After micro-injection of Myt-Myc ARNm, the translated protein was detected (Figure 4.A). In 

the presence of the highest concentrations of NaHS (1 mM and 5 mM), the inhibition was quite 

complete (Figure 4.A). The relative intensity of the bands was measured using the Image J 

software. With the lowest concentration (100 µM and 500 µM), the relative intensity decreased 

almost 50% and dropped to almost 90% with 5 mM (Figure 4.B). Thus, NaHS prevented the 

translation of ARNm in Xenopus oocytes and, so could interfere with protein synthesis 

requested for oocytes meiotic resumption.  

 

5. NaHS abolishes self-amplification loop of MPF 

Our next hypothesis was that NaHS may impair meiosis through impacting MPF auto-

amplification loop. To test this hypothesis experiment of micro-injection of mature oocyte 

cytoplasm in immature oocytes was perform. NaHS concentrations superior to 500µM lead to 

a total inhibition of meiotic resumption induced. In control oocytes, micro-injected without 

NaHS exposure, 94% of the oocytes showed a maturation spot. In a similar manner, 93 and 

73% of the oocytes had a white spot in the presence of 100 µM and 500 µM of NaHS 

respectively. No white spot was observed in oocytes treated either with 1 mM or 5 mM (Figure 

5.A). A close correlation between white spot occurrence and GVBD was confirmed by oocytes 

bisection after heat-fixation (90°C for 10 minutes). 

 

Seven hours after micro-injection, oocytes were separated into two groups and were 

individually analyzed by immunobloting. Two populations were discriminated : (1) oocytes 
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remaining in prophase I and (2) oocytes at metaphase II. Microinjected oocytes exposed to low 

concentration of NaHS and showing a white spot, exhibited phosphorylated ERK and Rsk, 

active MPF and dephosphorylated Cdc2. Oocytes treated with high concentrations of NaHS, 

which did not exhibit white spot, were observed to provide phosphorylation pattern identical to 

those of immature oocytes (Figure 5.B). Thus, only the high concentrations of NaHS were able 

to cause an inhibition of the resumption of meiosis triggered by microinjection of mature 

oocytes cytoplasm.  

 

6. NaHS does not  dissociate the pre-MPF complex nor impact MPF activity 

Since the auto-amplification loop of MPF was altered, we furthermore assessed the effects of 

NaHS on MPF. We first checked that NaHS may dissociate the pre-MPF complex. Co-

immunoprecipitation of Cdc2 and Cyclin B2 was carried out on protein extracts from immature 

oocytes treated or not with NaHS at different concentrations for 24 hours. No dissociation of 

MPF was observed in presence of NaHS regardless the used concentration (Figure 6.A). 

Phosphorylated Cdc2 was still found to be associated to Cyclin B2.   

Since pre-MPF is not dissociated in the presence of NaHS, there has been an accumulation of 

inhibitory phosphorylation of Cdc2 that can indicate that the MPF can no longer be activated. 

Action of NaHS on the resumption of meiosis could also explained by a direct inhibition of the 

kinase activity of the MPF. Phosphorylation of histone H3 suggested that the kinase activity of 

the protein was not affected in the presence of NaHS (Figure 6.A). Ser10 phosphorylation of 

H3 is assumed to be specific, although other kinases could be involved such as MAPK pathway 

(Schmitt et al., 2002). To test the activity of MPF, a Histone H1 kinase assay was undertaken, 

since Histone H1 is a specific target of Cdk1 and Cdk2. A similar assay was undertaken with 

MBP to test the activity of MAPK in presence of NaHS and revealed that MAPK activity was 

not altered by hydrogen sulfide production (data not shown). 

Mature protein extracts were treated for 1 hour at various concentrations of NaHS. A control 

without kinase activity was obtained by boiling a mature protein extract at 100°C for 15 

minutes. Obtained results reported a slight decrease of MPF kinase activity in the presence of 

NaHS. Surprisingly, this decline appeared to be greater in intermediate concentrations (500 µM 

and 1 mM) than in the lowest and highest concentrations we used (100 µM and 5 mM) (Figure 

6.C). However, when intensities were studied using an image processing software, the kinase 

activity test revealed no significant differences between the control mature extract and thus 
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treated with NaHS at different concentrations (Figure 6.B). Only boiled control has significantly 

reduced kinase activity. 

 

7. NaHS effects are partially ROS-dependent 

NaHS has been reported to produce ROS (Reactive oxygen species) (Truong et al., 2006; 

Eghbal et al., 2004). ROS dependent effects can be counteracted by the use of antioxidant 

enzymes such as superoxide dismutase (SOD) and catalase (Truong et al., 2006). These two 

enzymes have been used at 150 and 80 units respectively to investigate whether the effects of 

NaHS on the meiosis resumption in Xenopus oocytes could be related to ROS. SOD and catalase 

used alone did not cause any effect on the resumption of meiosis, as previously reported 

(Dehennaut et al., 2007). There was no difference between the control oocytes only treated with 

progesterone and oocytes treated with the antioxidant enzymes. The percentage of oocytes with 

a maturation spot after 24h was almost equivalent and there was no difference when comparing 

GVBD50 between the different treatments. Controls oocytes exhibited 90.36% of white spot 

against a 93.16% in the presence of SOD and catalase (Figure 7). The GVBD50 was nearby 6 

hours in the presence of enzymes against 7 hours for oocytes only treated with progesterone 

(data not show). Similarly, these oocytes showed no abnormalities when studied by western 

blotting or through cytological analysis. Signaling pathways were not disturbed and stimulated 

oocytes showed typical spindle, perpendicular to the membrane with well-aligned 

chromosomes. 

NaHS resulted in a decrease of the amount of oocytes entering M phase. For NaHS 

concentration of 500 µM, 1 mM and 5 mM the final percentages of oocytes with a maturation 

spot were 65.67; 54.32 and 32.26% respectively. Similarly, GVBD50 increased in oocytes 

treated with these concentrations, as observed previously (Figure 7). In presence of SOD and 

catalase, a decrease in amount of oocyte with a maturation spot in comparison with control 

condition in presence of NaHS can be seen.  In conditions were SOD and catalase were added, 

78.21; 72.39 and 64.44% of oocytes exhibited a maturation spot in the presence of NaHS at the 

concentration 500 µM, 1 mM and 5 mM respectively. There was no longer significant statistical 

differences, suggesting that the effects of NaHS on the resumption of meiosis in Xenopus 

oocytes were partially related to ROS effects. However, especially in the presence of high 

concentrations (5mM), there was still an increase in GVBD50, attesting for the inhibition of 

GBVD (Data not Show). 
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8. NaHS does not promote nor protect from apoptosis  

Because augmentations in ROS levels are correlated with an increase in apoptosis in Xenopus 

laevis  (Coll et al., 2007; Zhou et al., 2009), one could have expected that NaHS could affect 

oocytes survival when the latter are blocked at metaphase II. After maturation completion, 

oocytes stimulated by progesterone were put at room temperature for 52 hours in the presence 

or not of NaHS at the concentration of 5 mM. Apoptosis can be observed visually on Xenopus 

oocytes : the animal hemisphere exhibits numerous white dots or holes within its membrane, 

distaining of both vegetal and animal hemispheres can be observed pole while oocytes appeared 

to collapse (Du Pasquier et al., 2011; Tokmakov et al., 2011). Oocytes with these characteristics 

were recorded at fixed time. Kinetics of apoptosis entry for oocytes in the presence of NaHS 

seemed slower without any significant differences but, at 48 hours, like in controls batches, all 

oocytes underwent apoptosis (Figure 8.A). These experiments suggested that the increase of 

H2S, by using NaHS, nor potentiate or delay death by apoptosis in MII oocytes. To confirm this 

phenotypical observations, proteins involved in apoptosis were studied by immunoblotting: 

Cytochrome C generated by mitochondria during apoptosis, degradation of Cyclin B and loss 

of Rsk. In both conditions, a loss of phosphorylation of the protein Rsk after 48h was observed. 

Only the control condition showed a total loss for Rsk protein. Cyclin B was degraded and the 

amount of Cytochrome C increased similarly over time in both conditions. Except for the 

absence of degradation of Rsk in the presence of NaHS, no difference was noticeable between 

the two conditions tested. The same amount of Cytochrome C appears to be generated out, and 

Cyclin B appeared to be degraded at the same rate (Figure 8.B). 
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Discussion 

 

Few studies have undertaken to untangle the role of H2S in reproductive tissues, by targeting 

gametes. Among the three enzymes responsible - CBS, CSE & 3-MPST - for the H2S 

metabolism, CBS and CSE have been detected in female reproductive tractus (vagina, uterus, 

ovaries) as well as in placental and fetal tissues (Patel et al., 2009; Srilatha et al., 2009; Zhu et 

al., 2011). Effects of H2S in these tissues were thought to be mainly related to vasodilatation 

(Bhatia et al., 2005b) or hypoxia (preeclampsia case in placenta, (Soleymanlou et al., 2005; 

Patel et al., 2009)). Noticeably CBS, CSE and MPST were detected either in immature and 

mature oocytes in Xenopus, whereas these enzymes exhibit a different profile than in porcine 

oocytes. In the latter context, CBS, CSE and MPST protein levels drop between meiosis I and 

II, and are not detected in metaphase II-blocked oocytes (Nevoral et al., in press). The 

differences in the expression profiles between the two species offer a first sight on the difference 

of oocytes behaviors toward H2S modulation. Suggesting that H2S plays a role at the 

physiological level in modulation of oocyte meiosis, a joint inhibition of CBS, CSE and MPST 

drove an clear acceleration of meiosis. One can also underline that the inhibitors AOAA, PAG 

and KGA had to be used conjointly but not by pairs: used solely or by pairs, the inhibitors did 

not exert any measurable effect on meiotic resumption (data not shown); similar observations 

were gathered in porcine oocytes (Nevoral et al., in press). 

 

In accordance with the observations we obtained with the joint inhibition of CBS, CSE and 

MPST, H2S donor prevented in dose-dependent manner the G2/M transition in Xenopus 

oocytes, when induced by progesterone. A dramatic decrease in GVBD rate is correlated with 

the highest concentrations. To circumscribe the mechanisms sensitive to H2S and crucial to 

meiotic resumption, we tested several hypothesis, standing on the statements that PKA 

inhibition, protein translation, MPF and MAPK activations were requested for proper G2/M 

transition and meiosis. Since NaHS was previously reported to increase AMPc levels in 

Xenopus oocytes (Kimura, 2000), we first tested the hypothesis that H2S effects could be related 

to PKA. We failed to observe any effect of PKA inhibitor H89 on H2S effects and therefore, 

we assume that PKA is not part of the H2S action on meiosis. Noteworthy, we took advantage 

of the amenability of the Xenopus oocytes as a system for heterologous expression and micro-

injected a tagged-Myc Myt mRNA to test for its translation in presence of H2S donor. In NaHS 

conditions, we observed no or little tagged-Myc Myt. Thus, H2S acts at the translational 

machinery level, which has not been reported elsewhere before. 
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Since protein translation was impacted by H2S, we used mature oocyte cytoplasm because the 

latter drives a meiotic resumption not depending upon protein translation is Xenopus laevis 

(Reynhout and Smith, 1974; Drury and Schorderet-Slatkine, 1975; Wasserman and Masui, 

1975). When oocyte were subjected to such micro-injection, only the highest concentrations of 

NaHS abolished GVBD. Micro-injection of mature oocyte cytoplasm activates a self-

amplification loop, that embed MPF and Cdc25c together (Karaiskou et al., 2004; Karaïskou et 

al., 1999; Abrieu et al., 1998). In one hand, we analyzed the potential ability of H2S to split the 

partners of MPF, Cyclin B2 and Cdc2 (Hochegger et al., 2001; Dorée and Hunt, 2002). Cyclin 

B2 and Cdc2 were never teared apart when exposed to NaHS. In another hand, we tested the 

possibility that H2S could affect MPF enzymatic activity itself: no effect on MPF was observed, 

based on Histone H1 kinase assay. We similarly tested the effects of NaHS on MAPK activity 

but did not observe any effect (data not shown). 

 

The cellular redox status is determined by the balance between Reactive Oxygen Species (ROS) 

production through the electron transport chain and the NADPH oxidase system, and 

sequestration, which is achieved by the glutathione and thioredoxin. ROS are responsible for 

numerous cell damage (Chen et al., 2015) ; in Xenopus laevis oocytes, the increase in ROS has 

been correlated to an elevation in apoptosis rate (Coll et al., 2007; Zhou et al., 2009). In our 

hands, we did not observe any increase in apoptosis levels upon addition of NaHS in the 

medium, while oocytes reenter meiosis and progress until metaphase II. Moreover, while H2S 

donor Na2S offered protective effects towards aging in porcine oocytes (Krejcova et al., 2015), 

NaHS altered by no means the survival rate of metaphase II-blocked oocytes. In addition, ROS 

affect many proteins including those involved in cell cycle (Chen et al., 2015). These ROS-

dependent effects are known to be counteracted by the use of antioxidant enzymes such as 

superoxide dismutase (SOD) and Catalase (Truong et al., 2006; Berger and Wilde, 2013). SOD 

and Catalase have not effects on meiosis, as previously reported (Dehennaut et al., 2007), as we 

also observed. SOD and Catalase did impact the effects of H2S : the percentage of oocytes 

entering M-phase tend to diminish, without being statistically different from the controls. Such 

observation would suggest that NaHS acts mainly through ROS. However, we already stated 

that H202 does not prevent GVBD (Dehennaut et al., 2007). Therefore, it is unlikely that ROS 

production per se explains the effects of NaHS on oocytes. The hypothesis that ROS and H2S 

act in synergy has be then considered.   
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Like nitric oxide, H2S can engage covalent reactions with proteins and thus modulates their 

structural properties and functions. Indeed, S-Sulfhydration - H2S addition to Cys-Thiol, or 

persulfide formation (-SSH) - affects a large variety of proteins (Kimura, 2013). Among these 

proteins, protein-phosphatases have been reported to be subjected to S-Sulfhydration, i.e. 

PTP1B in blood cells 93T (Krishnan et al., 2011) and Cdc25 in breast cancer cells (Viry et al., 

2011). Thus, S-Sulfhydration might be seeked on protein-phosphatases, as well as on proteins 

involved in the translational machinery in Xenopus oocytes, though regulators of translational 

machinery have not been yet reported for S-Sulfhydration. Also, it can be assume that S-

Sulfhydration of Cdc25c could be responsible for an inactivation of the protein-phosphatase 

and the abolishment of the MPF auto-amplification loop. This hypothesis is corroborated by 

the fact that phosphorylation of Cdc2 Tyrosine 15 residue seemed to be increased in a dose-

dependent fashion. In addition, two lines of evidences may strengthened this hypothesis : (i) 

while, it is more and more widely accepted that S-Nitrosylation and S-Sulfhydration occur on 

the same proteins, the S-Nitrosylation of Cdc25 has been identified (Tomko and Lazo, 2008; 

Foster et al., 2009a; Majumdar et al., 2012), (ii) a cysteine residue, being crucial for enzymatic 

activity, is targeted by ROS, the latter driving an inactivation of Cdc25 (Rudolph, 2005).  

 

Finally, while the main characteristics of meiosis appeared to be similar in porcine and xenopus 

oocytes (dependence upon protein synthesis, spindle morphogenesis relying on both MPF and 

MAPK pathway activation, meiotic resumption independent upon MAPK activation (Bodart, 

2012) responses towards perturbations driven by H2S differ. Such differences may also arise 

from the different nature of the H2S donor used (Nevoral et al., in press). In any way, further 

works are requested to characterize the nature of oocytes sensitivity towards H2S and determine 

its impact in physiological and pathological processes. 

 

Acknowledgements
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Figure Legends 

 

Figure 1: NaHS inhibits in a dose dependent manner the meiosis resumption induced by progesterone. (A) Oocytes were 

incubated (or not) in NaHS at different concentrations and stimulated by progesterone. Other oocytes were maintained in culture 

in progesterone alone (Prog). Oocytes with a white spots were recorded every hour for 10h and at 24h to 30h. (B) Percentage 

of oocytes with a white spot after 30 hours after addition of progesterone. Oocytes were incubated (or not) in NaHS at different 

concentrations. (C) Western blot of p90RSK, ERK, P-Tyr Cdc2 and phospho H3. Oocytes were incubated (or not) in NaHS at 

different concentrations and progesterone. Some oocytes were maintained in culture medium without treatment (PI) and some 

oocytes in progesterone alone (MII). Oocytes were sorted into two group : oocytes without a white spot (NWS) or with a white 

spot (WS). N=3 ; n=20. Statistical significance was accepted for *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.  
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Figure 2: H2S metabolism inhibitor causes an acceleration of the meiosis resumption. (A) Western blot analysis of the 

different enzymes of the H2S metabolism: MPST, CSE and CBS. Enzyme can be detected in oocytes maintained in culture 

medium without treatment (PI) and some oocytes in progesterone alone (MII). (B) Oocytes were incubated (or not) in presence 

of H2S metabolism inhibitors (AOAA, PAG and KGA) and progesterone. Oocytes with a white spots were recorded every 

hour for 10h and at 24h. (C) Percentage of oocytes with a white spot after 24 hours after addition of progesterone. Oocytes 

were incubated (or not) in H2S metabolism inhibitors (AOAA, PAG, KGA) and progesterone. (D) GVBD50 corresponded to 

the time required to obtain 50% of mature oocytes. GVBD50 were normalized on GVBD50 of the oocytes only treated with 

progesterone. N=3 ; n=20. Statistical significance was accepted for *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. No statistical 

significance was observed. 
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Figure 3. NaHS effects on meiosis resumption are not due to an increase of PKA activity. (A) Percentage of  oocytes with 

a white spot 7 hours after addition of progesterone. Oocytes  were incubated (or not) in presence of NaHS at different 

concentration, H-89 (50 µM) and progesterone. (B) GVBD50 corresponded to the time required to obtain 50% of mature 

oocytes. GVBD50 were normalized on GVBD50 of the oocytes only treated with progesterone. ∆ = oocytes did not reach 50% 

of GVBD. N=3 ; n=15. Statistical significance was accepted for *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. 
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Figure 4: The NaHS results in an inhibition of protein synthesis. (A) Western blot of Myc and ErK made from immature 

oocytes = PI or oocytes micro-injected with mRNA of a protein Myc tagged and microinjected. Oocyte were micro-injected 

after incubation for 15 minutes in NaHS at different concentration (B) relative intensity of Myc bands. The Myc and Erk band 

intensity was evaluated using the Image J software in order to normalize the intensity of Myc bands depending on the 

corresponding charge indicator  Erk band.  
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Figure 5: High concentration of NaHS inhibits the meiosis resumption induced by micro-injection of mature oocytes. 

(A) Percentage of oocytes with a white spot after 7 hours after micro-injection of mature oocytes cytoplasm. Oocytes were 

incubated (or not) in NaHS at different concentrations. (B) Western blot of p90RSK, ERK and P-Tyr Cdc2. Oocytes were 

incubated (or not) in NaHS at different concentrations and micro-injected with mature oocytes cytoplasm. Some oocytes were 

maintained in culture medium without treatment (PI) and some oocytes only micro-injected (MII). Oocytes were sorted in two 

group : oocytes without a white spot (NWS) or with a white spot (WS). N=3 ; n=15. Statistical significance was accepted for 

*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.  
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FIG 6: The NaHS is not able to cause a separation of the MPF complex and have no effect on his activity . (A) 

Immunoblots of total Cdc2 protein and Cyclin B after immunoprecipitation of Cdc2 protein. Immature extracts were treated or 

not with NaHS at different concentrations for 24 h at 4°C. Immature protein extracts were placed in contact of Cdc2 antibody 

O/N then precipitated on sepharose beads for 1h at 4°C. (B) MPF relative activity normalized on the activity of mature control. 

The mature protein extracts were treated or not with NaHS in different concentrations (100 µM, 500 µM, 1 mM, 5 mM) or 

heated for 30 minutes at 100°C (Mature boiled). (C) Autoradiography of radioactive ATP incorporation of histone H1 by the 

MPF. The mature protein extracts were treated or not with different NaHS concentrations (100 µM , 500 µM , 1 mM , 5 mM ) 

or heated for 30 minutes at 100°C (Mat boiled). N=3 ; n=15.  
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Figure 7: NaHS effects on meiosis resumption are ROS dependant. Percentage of  oocytes with a white spot 10 hours after 

addition of progesterone. Oocytes  were incubated (or not) in presence of NaHS at different concentrations, SOD (150 units), 

Catalase (80 units) and progesterone. N = 5 ; n = 20 
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Figure 8: NaHS has no effect on apoptosis in Xenopus oocytes. (A) Survival rates of mature oocytes in presence or absence 

of NaHS at the concentration of 5 mM. Light grey : mature oocyte without any treatment, Dark grey : mature oocyte in presence 

of 5 mM NaHS. The number of dead oocytes was pick up every hours for period of 9h. (B) Western blot of p90RSK, ERK, 

Cyclin B2 and Cytochrome C. Oocytes were incubated (or not) in NaHS at 5 mM. Other oocytes were maintained in culture 

medium without treatment (PI) or in progesterone alone (MII). 
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1. Effet du GYY4137 sur la reprise de méiose des ovocytes de xénope 

Le NaHS et le GYY4137 ont été comparés pour leur action sur la reprise de méiose des ovocytes 

de xénope. Pour cela, la reprise de méiose des ovocytes a été initiée par l’ajout de progestérone 

dans le milieu et les ovocytes ont été traités avec différentes concentrations de NaHS ou de 

GYY4137. Différents paramètres ont alors été observés :  

 La cinétique d’apparition des taches de maturation des ovocytes et, lorsque cela était 

possible, la GVBD50 qui correspond au temps nécessaire pour que 50% des ovocytes 

présentent une tache de maturation. 

 Une étude cytologique visant à définir le stade exact dans lequel se trouvent les 

ovocytes. En effet, un ovocyte bloqué en prophase I ne présente pas les mêmes 

caractéristiques qu’un ovocyte ayant effectué sa GVBD (Figure 35).  

 Une étude biochimique permettant d’étudier la mise en place de la cascade des MAPK 

et l’activation du MPF. 

 

Figure 35 : Photos des différents stades pouvant être observés après coloration au rouge nucléaire des ovocytes de 

xénope. Les ovocytes en prophase I présentent une VG (Vésicule Germinative), qui se rompt par la suite, preuve de la GVBD. 

Apparait ensuite un premier fuseau, caractéristique des ovocytes en métaphase I. Les ovocytes en métaphase II présentent ce 

même fuseau, mais aussi un globule polaire, preuve de la fin de la méiose I.  

Les ovocytes ont été traités par des concentrations croissantes de GYY4137 (100, 250, 500 µM 

et 1 mM), directement ajoutées dans le milieu ND96. Le GYY4137 entraine un retard de 

l’entrée en phase M, attestée par la rupture de l'enveloppe nucléaire (Figure x). Après ajout de 

la progestérone, seuls 30 % des ovocytes traités par le GYY4137 montrent une tache de 

maturation contre 80 % des contrôles. La présence de GYY4137 inhibe également le taux final 

de cellules ayant effectué une reprise méiotique : 80% des cellules témoins présentent une tache 

de maturation contre 51,25%, 38,75%, 32,75% et 40,50% pour des concentrations respectives 

de 100 μM, 250 μM, 500 μM et 1 mM (Figure x). Après calcul des GVBD50 (temps requis pour 

que 50% des ovocytes traités présentent une tache de maturation) pour chacun des traitements, 

nous observons que seule la concentration égale à 500 μM provoque un retard de GVBD 

significatif (0,001<p<0,01) en comparaison des ovocytes contrôles. 

D’un point de vue biochimique, les ovocytes traités par le GYY4137 montrent que Erk n'est 

jamais totalement phosphorylée, et que les concentrations croissantes de GYY4137 empêchent 

la phosphorylation de Rsk (absence de phosphorylation pour les ovocytes traités par 1 mM). Le 
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GYY4137 entraine un retard modéré de la transition G2/M des ovocytes de xénope lorsqu’il est 

utilisé à une concentration supérieure ou égale à 500 μM. Une étude histologique préliminaire 

suggère qu’à faible concentration (100 μM et 250 μM) certains ovocytes sans tache de 

maturation auraient pourtant effectué leur GVBD. 

Le NaHS, donneur rapide et transitoire d’H2S, entraine un ralentissement de la transition G2/M 

des ovocytes de xénope et cela même à faible concentration (100 μM). À forte concentration (5 

mM), il entraine l’inhibition de cette transition. Le NaHS présentant des effets plus tranchés 

que le GYY4137, il a été utilisé comme donneur principal d’H2S dans la suite des expériences. 

 

2. Le NaHS entraine une inhibition de l’activité d’une Cdc25c humaine 

Figure 36 : Dosage de l’activité d’une GST-Cdc25c humaine en présence de NaHS à différentes concentrations. 

L’activité Cdc25 a été dosée à l’aide de la technique colorimétrique OMFP basée sur le changement de couleur de la 3-OMFP 

lorsqu’elle est déphosphorylée. La GST-Cdc25c a été mise en contact du NaHS à différentes concentrations durant 15 minutes 

puis l’activité a été dosée.  

Nous avons démontré précédemment que les effets du NaHS sur la maturation des ovocytes de 

xénope ciblent plutôt la boucle d’auto-amplification du MPF (article 2). Celle-ci comprend 

principalement le MPF et la phosphatase Cdc25c. Puisque le monoxyde d’azote est connu pour 

inhiber l’activité phosphatase de Cdc25 (Majumdar, Biswas et al. 2012), les effets de 

l’hydrogène sulfuré sur l’activité Cdc25c ont été étudiés par un test in vitro. Pour cela nous 

avons utilisé la méthode colorimétrique OMFP basée sur le changement de couleur qu’entraine 

l’activité phosphatase sur le 3-OMFP (3-O-Methylfluoresceine phosphate). De couleur 

initialement jaune, celui-ci devient bleu lorsqu’il est déphosphorylé en 3-O-Methylfluoresceine. 

Comme présenté dans la figure 36, l’activité phosphatase diminue de manière dépendant de la 

dose de NaHS. En condition contrôle, l’activité de Cdc25c a été normalisée à 1. En présence 

d’une concentration de NaHS de 500 µM l’activité phosphatase diminue non significativement 

de 10%. À fortes concentrations de NaHS (1mM et 5 mM) l’activité de Cdc25 décroit à 0,42 

(58%) et 0,26 (74%) respectivement. 
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3. Étude préliminaire des effets du NaHS sur la fécondation des ovocytes et le développement 

de têtards de xénope. 

3.1. Le NaHS impact la fécondation des ovocytes de xénope 

Les donneurs de H2S présentent un effet positif sur le nombre d’ovocytes fécondés et le 

développement précoce des ovocytes de porc (article 3), l’effet du H2S sur les embryons de 

xénope a été étudié. Des fécondations en présence de NaHS à différentes concentrations (100 

µM, 500 µM et 1 mM) ont été effectuées et le pourcentage d’ovocytes fécondés a été relevé 45 

minutes après fécondation. Le pourcentage a été relevé grâce à la rotation corticale. Dans la 

condition contrôle, 71,53% des ovocytes ont été fécondés. Ce pourcentage décroit en présence 

de NaHS aux différentes concentrations. Ces pourcentages sont 50,50% ; 41,60% et 43,23% 

pour les concentrations respectives de 100 µM, 500 µM et 1 mM. Cependant seule la 

concentration de 500µM est statistiquement significative, cependant il existe une forte tendance 

pour la concentration 1 mM (Figure 37). 

Figure 37 : Effets du NaHS sur la fécondation. Pourcentages de fécondation obtenus en condition contrôle ou en présence 

de NaHS à différentes concentrations 45 minutes après mise en contact avec les spermatozoïdes. Le nombre d’ovocytes 

fécondés est comptabilisé grâce à la réaction corticale.  
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L’heure de passage des différents stades de l’embryogenèse a été relevée dans toutes les 

conditions. Ainsi le retard de passage des stades des différentes conditions NaHS par rapport à 

la condition contrôle a pu être calculé. Un retard important existe dès le début du stade 2 à la 

concentration 1 mM de NaHS. Ce retard se poursuit et se creuse progressivement. La 

concentration 1 mM NaHS atteint le stade 2 avec environ 25 minutes de retard sur la condition 

contrôle et ce délai passe à 83 minutes pour le passage du stade 6. Aucun retard significatif ne 

peut être vu pour d'autres concentrations (Figure 38). 

Figure 38 : Effet du NaHS sur le développement. Les embryons sont mis en présence de NaHS à différentes concentrations 

(100 µM, 500 µM et 1 mM).  L’heure du passage des stades a été relevée pour chaque condition et ainsi le retard de passage 

de stade avec la condition contrôle a pu être calculé.  

3.2. Effet du NaHS sur le développement précoce des têtards de xénope 

Une des expériences de fécondation ayant permis l’obtention de têtards de 6 jours. 3 têtards  ont 

survécu en milieu contrôle (MMR) et 5 en condition NaHS à 100 µM. A 6 jours de 

développement, il est admis que les structures cartilagineuses de l’embryon sont totalement 

formées. Ces stades ont été colorés au bleu alcian (spécifique du cartilage) et différents 

paramètres ont pu être ainsi analysés : longueur et largeur des têtards, taille de la tête, 

écartement des yeux et nombre de somites. Les données des têtards contrôles ou obtenus dans 

des milieux avec NaHS sont comparées afin de déterminer l’influence de l’H2S sur le 

développement des larves. 

Des photos des têtards ont été obtenues sur un microscope inversé (collaboration avec l’équipe 

TISBio : Traitement de l'Image et du Signal pour la Biologie) et ont permis l’étude de différents 

paramètres à l’aide du logiciel Image J et de scripts de détection d’éléments précis (tel que les 

yeux ou la longueur totale du têtard) développés par Corentin Spriet dans le cadre du M2 

recherche de Sylvain Slaby. Plusieurs différences ont pu être observées entre les têtards 

contrôles et les têtards traités au NaHS. Les têtards contrôles étaient plus petits que ceux obtenus 

dans un milieu contenant 100µM de NaHS. En effet, les têtards contrôles MMR font en 
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moyenne 7,36 mm +/- 0,06 mm contre 9,79 mm +/- 0,26 mm. Certains des têtards NaHS 

montrent une plicature de leur chorde (Figure 39). 

Figure 39 : Exemple de têtard à 6 jours colorés au bleu alcian.  (A) Têtard de 6 jours ayant effectué son développement 

dans un milieu contrôle MMR (objectif 1X). (B) Têtard de 6 jours ayant effectué son développement dans un milieu contenant 

100 µM de NaHS (objectif 0,75 X). Le NaHS est renouvelé toutes les 24h. Les flèches noires désignent les intestins, les flèches 

oranges les yeux s’ils sont présents. Axe antéro-postérieur (A-P) et dorsaux-ventral (D-V) indiqué par des doubles flèches. Les 

barres noires correspondent à une échelle de 1 mm. N = 3 en condition contrôle N = 5 en présence de 100 µM de NaHS. 

 

Figure 40 : Exemple de tête de têtard à 6 jours colorés au bleu alcian. (A) Tête de têtard de 6 jours ayant effectué son 

développement dans un milieu contrôle MMR (Objectif 3X). (B) (C) Têtes de têtards de 6 jours ayant effectué leur 

développement dans un milieu contenant 100 µM de NaHS. Le NaHS est renouvelé toutes les 24h (Objectif 3X). N = 3 en 

condition contrôle N = 5 en présence de 100 µM de NaHS. 
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S’il n’existe pas de différence dans la taille de la tête des têtards, on remarque des malformations 

de la tête des têtards ayant effectué leur croissance en NaHS (100µM). On observe aussi des 

malformations voir une absence totale des yeux (Figure 38). En moyenne l’écart entre les yeux 

des têtards contrôles est de 1,12 mm +/- 0,05 mm contre 1,20 mm +/- 0,019 mm pour les têtards 

ayant effectué leur développement dans 100 µM de NaHS. Les branchies et les tubes digestifs 

des têtards des deux conditions ne présentent pas de différences et semblent se mettre 

correctement en place (figure 41). 

Figure 41 : Exemple de branchie et intestins de têtards colorés au bleu alcian. (A) Branchies de têtard de 6 jours ayant 

effectué son développement dans un milieu contrôle MMR (Objectif 3X). (B) Tête de têtard de 6 jours ayant effectué son 

développement dans un milieu contenant 100 µM de NaHS. Le NaHS est renouvelé toutes les 24h (Objectif 3X). Les branchies 

sont pointées par une flèche jaune. N = 3 en condition contrôle N = 5 en présence de 100 µM de NaHS. 

4. Étude des effets du NaHS sur la transition G2/M du cycle cellulaire en cellules du cancer du 

sein (MCF-7).  

La lignée MCF-7 a été choisie car il a été observé que le GYY4137, un donneur lent de H2S, 

était capable d’entrainer un arrêt partiel lors de la transition G2/M dans cette lignée de cancer 

du sein (Lee et al., 2011). Ainsi cette lignée paraissait être un choix intéressant afin d’étudier 

les effets du H2S sur les cibles du cycle cellulaire définies dans l’étude portant sur la maturation 

de l’ovocyte de xénope, phénomène analogue à la transition G2/M du cycle cellulaire. 

4.1. Recherche des concentrations de NaHS. 
De nombreuses concentrations de NaHS (de 10 µM à 5 mM) ont été testées afin de déterminer 

si un arrêt dans le cycle des cellules des MCF-7 pouvait être induit sans entrainer de mort 

cellulaire par apoptose. Les analyses ont été réalisées par cytométrie en flux (FACS). 

L’apoptose a été vérifiée lors de la préparation des échantillons par l’utilisation de bleu trypan 

puis par la présence de cellules en sub-G1 lors de l’analyse en FACS.  

Dès la concentration de 250µM de NaHS, une forte quantité de cellules en sub G1 était observée 

à 48h de traitement. Les études suivantes ont donc été effectuées à des concentrations plus 

faibles (<100 µM). 

A B 
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Figure 42 : Quantificatif du nombre de cellules / mL en présence de NaHS à différents temps. Les cellules, traitées ou 

non au NaHS à différentes concentrations (50, 75 et 100 µM) ont été comptées sur lame de Malassez à différents temps après 

ajout du NaHS (24, 48 et 72h). Le nombre de cellules mortes a été compté suite à une coloration au bleu trypan.  

Les concentrations de 50 µM, 75 µM et 100 µM ont finalement été retenues car entrainant une 

faible mort cellulaire lors de l’étude des cellules en bleu trypan. On observe une augmentation 

du nombre de cellules au cours du temps. Dans la condition contrôle le nombre de cellules passe 

de 25333,33 cellules / mL à 24h à 67666,67 cellules / mL à 72h. La mort cellulaire la plus forte 

est observable au temps 72h en présence de NaHS 75 µM où 4666 cellules / mL sont mortes 

sur les 35666 cellules / mL totales soit 13% des cellules totales. On peut remarquer que le 

nombre de cellules décroit de façon dépendante de la dose en présence de NaHS en comparaison 

au contrôle non traité (Figure 42). 

 

4.2. Les concentrations de NaHS n’entrainent pas un arrêt marqué dans le cycle 

cellulaire 

Les cellules MCF-7 ont été traitées à ces différentes concentrations durant 24h ou 48h puis 

préparées afin d’étudier leur répartition dans le cycle cellulaire par une analyse en cytométrie 

de flux. Afin de ne pas entrainer un arrêt dans le cycle du à l’épuisement du milieu en sérum, 

le milieu était renouvelé et du NaHS neuf ajouté toutes les 24h. Trois expériences, sur trois 

semaines consécutives, ont été réalisées. L’étude du cycle ne révèle pas d’arrêt spécifique 

marqué des cellules dans une phase du cycle. On observe tout de même une augmentation du 

pourcentage de cellules en G1 à 48h dans la seconde expérience. En effet, 55,26% de cellules 

sont en G1 dans les conditions témoins à 48h contre 55,13% ; 68,51% et 73,85% en présence 

de 50 µM, 75µM et 100 µM de NaHS respectivement. Cependant dans les autres expériences 

cette augmentation du nombre de cellules en phase G1 n’est pas observable. Aucune 

augmentation du pourcentage de cellules en phase G2 n’est observable dans aucune de ces 

expériences. Ces résultats vont donc à l’encontre des études précédentes ayant démontré un 

arrêt partiel de cette lignée cellulaire en G2/M en présence d’un donneur lent de H2S, le 

GYY4137 (Lee et al., 2011).  
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Figure 43 : Profil de libération du H2S par le GYY4137 comparativement au NaHS et à un autre analogue non soufré 

le ZYJ1122 (Lee et al., 2011). L’ensemble des composés est utilisé à la même concentration (400 µM). 

Cet arrêt en phase G1 pourrait s’expliquer par une inhibition de contact des cellules bien que 

celles-ci ne soient pas à confluence après observation au microscope. Cependant les MCF-7 

sont connues pour pousser en amas, entrainant la formation de clones. La présence d’un trop 

grand nombre de clones peut provoquer un arrêt en phase G1 des cellules. Dans la publication 

de Lee et al,  de 2011, le GYY4137 était utilisé à une concentration de 400µM. Notre 

concentration maximale de NaHS étant de 100 µM, elle est 4 fois inférieure à la concentration 

de GYY4137 de l’étude de Lee et coll. Bien qu’il soit connu qu’à cette concentration, le NaHS 

libère une quantité de H2S jusqu’à 100 fois supérieure au GYY4137 (Figure 43) nous ne 

sommes pas en mesure d’affirmer que nos cellules soient mises en contact d’une plus grande 

quantité de H2S que dans les études prélimaine.  

4.3. L’utilisation de NaHS sur les cellules MCF-7 ne modifie pas leur profil 

biochimique. 
Le clivage de la caspase 3, signe d’apoptose, ainsi que l’état de phosphorylation de Cdc25c ont 

été étudiés par immuno-empreinte.  

Aucun clivage de la caspase n’a été observé dans l’ensemble des conditions étudiées. Les 

cellules ne présentent donc pas un profil apoptotique en présence de NaHS, quel que soit le 

temps d’incubation ou la concentration utilisée. Cela nous indique par la même occasion que 

les cellules ne sont pas entrées en apoptose en présence des concentrations de NaHS testées. De 

même, la phosphorylation de Cdc25c ne semble pas être touchée par la présence de NaHS. Le 

Cdc25c est détecté phosphorylé comme non phosphorylé dans toutes les conditions (Figure 44). 

Il ne semble donc pas y avoir d’effet du NaHS, aux concentrations testées, sur la biochimie des 

cellules de la lignée MCF-7. 
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Figure 44 : Le NaHS ne perturbe pas la biochimie des cellules MCF-7. Immuno-empreintes de Cdc25c,  de ERK et de la 

caspase 3 réalisées à partir d’extraits protéiques de cellules MCF-7 traités ou non (Ctrl) au NaHS à différentes concentrations. 

Les cellules ont été incubées 24 ou 48h en présence du donneur de H2S.  

5. Étude la S-Sulfhydration des protéines en présence de NaHS. 

La S-Sulfhydration des protéines a été étudiée par le biais d’un biotin-switch modifié. Cette 

méthode est dérivée d’un protocole permettant la détection des protéines nitrosylées. Le 

protocole consiste à convertir les cystéines s-sulfhydrées en cystéine biotinilées pouvant être 

purifiées par l’interaction steptavidine/biotine et pouvant être détectées par simple immuno-

empreinte.  
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Figure 45 : S-Sulfhydration des protéines totales. Les cellules MCF-7 ont été traitées ou non au NaHS à différentes 

concentrations durant 24 ou 48h. Les cellules T0 correspondent aux cellules récupérées après 24h de culture sans traitement. 

Les protéines totales sont extraites puis les protéines S-Sulfhydrées sont isolées via un protocole biotine-switch modifié. 

L’ensemble de ces protéines S-Sulfhydrées a ensuite été révélé par un anticorps anti-biotine.  

L’utilisation d’un anticorps anti-biotine sur des extraits totaux a permis de mettre en évidence 

les protéines S-sulfhydrées d’extraits protéiques préparés à partir des cellules MCF-7 traitées 

ou non au NaHS à différentes concentrations. La majorité des protéines S-sulfhydrées se 

trouvent entre 50 et 75 Kda avec deux bandes majeures. De même, deux bandes se trouvant 

entre 25 et 37 Kda sont visibles. Alors que l’on pourrait s’attendre à observer une augmentation 

de la S-Sulfhydration de façon dépendante de la dose, il n’en est rien. En effet, les conditions 

présentant les bandes les plus fortes, témoins d’une forte S-Sulfhydration, sont les conditions 

75µM de NaHS à 24h et le contrôle ainsi que les concentrations 50µM et 100µM de NaHS à 

48h (Figure 45). Cela pourrait s’expliquer par une différence dans les concentrations de 

protéines déposées dans les puits au moment de l’électrophorèse. D’autres expériences sont à 

réaliser afin d’affiner ces résultats. Par exemple, il serait intéressant d’utiliser une condition 

dans laquelle le métabolisme du H2S est inhibé afin d’écarter un problème de spécificité des 

anticorps. D’autres tests seront effectués sur des ovocytes de xénope, modèle où les 

concentrations en NaHS peuvent être augmentées de façon drastique et où les effets du H2S 

sont visibles. 
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Figure 46 : S-Sulfhydration de la protéine Cdc25c. Les cellules MCF-7 ont été traitées ou non au NaHS à différentes 

concentrations durant 24 ou 48h. Les cellules T0 correspondent aux cellules récupérées après 24h de culture sans traitement. 

Les protéines totales sont extraites puis les protéines S-Sulfhydrées sont isolées pour un protocole biotine-switch modifié. La 

S-Sulfhydration de la protéine Cdc25c a donc pu être étudiée via sa présence en immuno-empreinte, en utilisant un anticorps 

anti-Cdc25c sur ces extraits protéiques.   

La S-Sulfhydration de la protéine Cdc25c a ensuite été étudiée. Il existe une S-Sulfhydration 

basale de la protéine puisque celle-ci peut être détectée à T0 (cellules sans  traitement).  À 24h, 

la S-Sulfhydration de la protéine augmente pour devenir maximale à 75µM de NaHS. 

Cependant la S-Sulfhydration de la protéine ne baisse pas dans la condition contrôle 48h (Figure 

46). Il se peut donc que la S-Sulfhydration observée dans les conditions NaHS ne soit pas due 

au relargage de H2S ou que les bandes observées en fin de protocole ne soient pas témoins de 

la S-Sulfhydration de la protéine. Des conditions contrôles ne présentant aucune S-

Sulfhydration possible, comme l’utilisation de protéine BSA, pourraient permettre de vérifier 

que les bandes observées témoignent bien d’une S-Sulfhydration de la protéine.  

De même, on peut expliquer cette augmentation de la S-Sulfhydration à 48h par un stress 

cellulaire. En effet, on sait que la S-Sulfhydration intervient dans différents type de stress 

cellulaire comme le stress redox ou le stress du reticulum endoplasmique (Paul and Snyder, 

2012). 
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Effets du NO sur la reprise de méiose des ovocytes de xénope 
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1. Contexte 

La présence des enzymes responsables de la production du monoxyde d’azote (NO) au niveau 

des tissus reproducteurs de mammifère tels que les testicules, l’épididyme (Zini, 1996), les 

ovaires (Van Voorhis et al., 1995; Klimp et al., 2001)  et l’utérus (Telfer et al., 1995) a ouvert 

la voie aux études sur l’importance que ce gazotransmetteur revêt dans ces tissus. De nombreux 

articles, portant majoritairement chez le rat et dans les ovocytes porcins se sont intéressés à 

l’implication du NO sur l’ensemble des phénomènes de l’ovogenèse, de la maturation des 

ovocytes (Chmelíková et al., 2010; Jablonka-Shariff and Olson, 1998; Sengoku et al., 2001) et 

de l’ovulation (Jablonka-Shariff and Olson, 1998; Nakamura et al., 2002; Zakhary et al., 1997; 

Zackris et al., 1996), sans oublier l’effet de ces gazotransmetteurs sur la grossesse ou la 

gestation elle-même (Review: Maul et al. 2003). De la création des gamètes à leur émission, 

jusque la formation de l’embryon, le monoxyde d’azote semble jouer un rôle dans l’ensemble 

des processus qui forment un nouvel être.  

 

2. Objectifs  

Une précédente étude de notre équipe a démontré qu'un donneur de NO, le SNAP (S-nitroso-

N-acetyl penicillamine), permettait la reprise de méiose à partir du second blocage 

physiologique en métaphase II de l’ovocyte de xénope (Jeseta et al., 2012).  Dans le cadre de 

cette thèse, nous nous sommes intéressés plus précisément aux effets du NO sur les étapes 

précoces de la méiose (entre les blocages en prophase I et en métaphase II), de l’ovocyte de 

xénope (mécanismes moléculaires de régulation du cycle cellulaire et morphogenèse du 

fuseau). L’ensemble de cette étude a eu pour but d’explorer les mécanismes impliquant le NO 

dans la méiose des vertébrés, chez le xénope. 

 

3. Le SNAP, perturbateur de la reprise de méiose 

3.1.Choix du donneur de NO 

De nombreux donneurs de NO existent dans la littérature. Une étude des effets du NO sur 

l’activation des ovocytes de xénope a permis de sélectionner le SNAP comme étant un donneur 

de NO efficace sur notre modèle. Deux autres donneurs sont, en effet, majoritairement cités 

dans la littérature : le NOR 5, un agent qui va produire du NO sur un temps long (le temps de 

demi-vie de production de NO est de 20h), mais en faible quantité et le SNP un donneur plus 

rapide. Il est à noter que le SNP est utilisé dans le traitement clinique d’un certain nombre de 

maladies comme, la sténose aortique (Ikram et al., 1992), l’erythromelalgia (Chan et al., 2002), 

les varices œsophagiennes (Sirinek et al., 1989), les acidoses lactiques (Taradash and Jacobson, 

1975), l'infarctus du myocarde (Yusuf et al., 1988), et l'hypertension pulmonaire (Knapp and 

Gmeiner, 1977).  Ces 2 donneurs ont été écartés car ils permettent des taux de libération de NO 

moins élevés que ceux observés avec le SNAP (Figure 47). De plus, la production d’ions CN2 

pourrait être à l’origine d’effets secondaires (cas du SNP). Enfin, leur pénétration cellulaire est 

inférieure à celle du SNAP (Jeseta et al. 2012). 
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Figure 47 : Libération de NO par différents donneurs à différentes concentrations. La  quantité de NO produite par les 

différents donneurs a été mesurée à l’aide du « Total Nitric Oxide and Nitrate/Nitrite Assay » (Thermofisher) qui 

permet la quantification de la concentration de monoxyde d’azote dans les surnageants de culture cellulaire, le sérum, 

le plasma et les urines. Ce dosage détermine la concentration de monoxyde d’azote en se basant sur la reconversion 

enzymatique du nitrate en nitrite par la nitrate reductase. La concentration est déterminée de façon colorimétique par 

détection du nitrite par la réaction de Griess. La réaction de Griess est basée sur la réaction de diazotation en deux 

étapes dans laquelle le NO2
- acidifié produit un agent de nitrosation qui réagit avec de l'acide sulfanilique pour produire 

l'ion diazonium. Cet ion est ensuite couplé à la N-(1 -naphtyl)-éthylènediamine pour former le dérivé azo-chromophore 

qui absorbe la lumière à 540-570 nm (Boo et al., 2007). 

Puisque le SNAP avait des effets intéressants sur l’activation des ovocytes de xénope, nous 

l’avons également utilisé pour étudier son effet sur la maturation, évènement déterminant de la 

préparation de l’ovocyte à la fécondation. 

 

3.2.Le SNAP perturbe les évènements moléculaires et cellulaires de la reprise de méiose 

La reprise de méiose, analogue à la transition G2/M des cellules somatiques, est caractérisée 

par la GVBD (Germinal Vesicle Break Down) et la formation d’un premier fuseau méiotique 

dont l’ancrage à la membrane plasmique entraine l’apparition d’une tache de maturation (ou 

white spot). Une seconde division s'engage immédiatement, entrainant l’apparition d’un 

globule polaire et la formation d’un second fuseau (Bodart et al., 2002a). Les fuseaux typiques 

des ovocytes de xénope sont caractérisés par leur position perpendiculaire à la membrane 

plasmique et l’alignement des chromosomes sur une plaque métaphasique. 

 

Un donneur de NO, le SNAP, a été utilisé sur des ovocytes dont la reprise de méiose a été 

induite soit par la progestérone, soit par la micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures 

(contenant du MPF actif) dans des ovocytes immatures. En effet, lorsqu'une faible quantité de 
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MPF actif est injectée dans un ovocyte en prophase I, ce MPF active Cdc25 par 

phosphorylation. Puis Cdc25, à son tour, active le pré-MPF, stock inactif de MPF, en 

déphosphorylant les résidus thréonine 14 et tyrosine 15 de Cdc2 (Hoffmann et al., 1993; 

Strausfeld et al., 1994). Cette boucle est indépendante de toute synthèse protéique et permet 

une reprise de méiose plus rapide que celle induite par les hormones stéroïdes (Masui and 

Markert, 1971; Wasserman and Masui, 1975). Les ovocytes obtenus en fin de cinétique pour 

ces deux expériences ont été étudiés d’un point de vue biochimique et cytologique afin de 

vérifier la mise en place des voies de signalisation impliquées dans la maturation, et de 

constater, au niveau cellulaire, l'établissement d'un fuseau bipolaire normalement positionné à 

la membrane plasmique, ainsi que l’extrusion du premier globule polaire.  

 

Nos résultats montrent qu’en présence du donneur de NO, le nombre d’ovocytes présentant une 

tache de maturation est réduit, dépendamment de la dose, et quelle que soit la méthode 

d’induction de la reprise de méiose utilisée (progestérone ou micro-injection de cytoplasme) 

(Article 2, Figure 1 et 3). 

Les états de phosphorylations de Erk,  de Rsk, du résidu Tyrosine 15 de Cdc2 et de l’Histone 

H3 ont été déterminés par immuno-empreinte sur ovocyte individuel. La présence d’une 

phosphorylation en Tyrosine 15 de Cdc2 révèle l’état inactif du MPF, attestant que les ovocytes 

sont bloqués en prophase I. Lorsque le MPF est actif, il phosphoryle l’Histone H3, une de ses 

nombreuses cibles. Cette expérience a révélé des différences entre ovocytes d’une même série, 

dans la mise en place de la voie MAPK et l’activation du MPF. Comparés de façon individuelle, 

les ovocytes d’une même expérience présentaient des profils hétérogènes pour les différentes 

protéines étudiées en immuno-empreinte. Pour la protéine Erk, par exemple, différents profils 

de phosphorylation ont été retrouvés au sein de la même population. Cependant, bien que ces 

ovocytes présentent des profils biochimiques différents, la majorité des ovocytes présente une 

phosphorylation de l’Histone H3 (voie MPF active) et une cascade MAPK active malgré 

l’absence de signe morphologique de reprise de méiose (pas de tache de maturation) (Article 2, 

Figure 2). Cette inconstance de l’activation des voies de signalisation entre ovocytes souligne 

que le NO perturbe le profil biochimique. Plus qu’une perturbation des voies biochimiques, et 

donc une absence de reprise de méiose, il semble que le SNAP entraine une inhibition de 

l’apparition de la tache de maturation. 

Des coupes d’ovocytes ont été colorées au rouge nucléaire et au picroindigo carmin afin 

d’analyser la morphologie des fuseaux de division. Deux phénomènes ont été mis en avant. 

Dans un premier temps, il a été démontré que plus la concentration en SNAP est élevée, plus 

les ovocytes s’arrêtent précocement après leur reprise de méiose, que celle-ci soit induite par la 

progestérone ou par la micro-injection de cytoplasme d'ovocytes matures. Il a aussi été observé 

que plus la concentration en SNAP était élevée, plus la quantité de fuseaux atypiques 

augmentait (Article 2, Tableau 1 et 2). Ces fuseaux sont majoritairement ectopiques, non ancrés 

à la membrane, et présentent des chromosomes désorganisés non alignés sur la plaque 

métaphasique. 
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3.3.Les effets du SNAP dépendent-ils d'une variation de pHi? 

Des travaux précédents effectués dans notre équipe ont démontré que des modifications du pH 

externe affectent la reprise de méiose des ovocytes de xénope. Lors de la reprise de méiose, se 

produit une alcalinisation transitoire de 0,2-0,4 unités pH (Lee and Steinhardt, 1981). Si le pH 

intracellulaire est tamponné par une injection de tampon MOPS pH 6,9, la migration de la 

vésicule germinative est inhibée : les structures qui se forment sont principalement localisées 

au centre de la cellule (Flament et al., 1996). De même, l’acidification intracellulaire est 

associée à une altération du positionnement du fuseau méiotique et de sa morphogenèse  

(Flament et al., 1997; Sellier et al., 2006; Rodeau et al., 2009). Le SNAP étant capable d’induire 

une acidification du milieu, nous avons testé l’hypothèse que cette acidification explique l’effet 

du donneur du NO sur la mise en place des fuseaux et la reprise de méiose.  

Afin d’étudier si les effets du SNAP sur la reprise de méiose sont dus à l’acidification du milieu, 

une cinétique en présence de NaOH a été effectuée. Dans ces expériences, le pH du milieu 

ND96 est de 7,4. Un pH identique sera restauré à l’aide de NaOH dans le cas d’ajout de SNAP. 

En présence du donneur de NO à la concentration de 2,5 mM, le pH mesuré dans le milieu 

descend à 4 et la reprise de méiose est bloquée (pas de tache de maturation). Cette dernière est 

restaurée lorsque le pH est rétabli à 7,4 par le NaOH. Ces résultats montrent que le pH acide 

causé par le SNAP inhibe spécifiquement l'apparition de la tache de maturation. A contrario, 

même si le pH est restauré à 7,4 dans un milieu SNAP, les fuseaux observés restent atypiques. 

Ces observations suggèrent que les effets du SNAP sur l'assemblage du fuseau sont 

indépendants de la variation de pH et ne dépendraient que de la libération de NO (Article 2, 

Figure 4). 

 

3.4.L'altération de la morphogenèse du fuseau méiotique, un effet spécifique de 

l'augmentation de NO 

Afin de confirmer que les effets du SNAP sur la morphogenèse du fuseau étaient bien engendrés 

par la libération de NO, des cinétiques de maturation en présence de NAP N-Acetyl-D,L-

penicillamine disulfide (NAP) ont été réalisées.  

Le NAP est un produit de dégradation du SNAP. Fondamentalement, le NAP a les mêmes 

caractéristiques moléculaires que le SNAP, mais ne libère pas de NO. Il est utilisé dans 

plusieurs publications comme témoin pour l'étude de la toxicité du SNAP (Bourdon et al., 2003; 

Babich et al., 1999; Chen et al., 2005b). En présence de NAP à une concentration de 2,5mM, 

la formation des fuseaux n’est pas perturbée. Ces résultats démontrent que la formation du 

fuseau est perturbée en présence de NO (Article 2, Figure 5).  

 

L’ensemble de ces résultats indique que la production de NO par le SNAP serait capable de 

perturber les protéines du cytosquelette. En effet, ces protéines sont impliquées dans la 

morphogenèse du fuseau, notamment par des interactions entre les MAPs (Microtubule 

Associated Protein), les protéines motrices du cytosquelette et les microtubules. Il a été montré 

dans d’autres modèles que le NO entrainait la S-nytrosilation de certaines de ces protéines 

(Arabidopsis Thaliania : Greco et al. 2006 ; cellules musculaires lisses : Lindermayr et al. 

2005). Ainsi, on peut supposer que la perturbation de la mise en place du fuseau lors de la 

maturation des ovocytes de xénope induite par le SNAP pourrait être liée à une S-nytrosilation 

de protéines du cytosquelette impliquées dans ce phénomène. 
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Effets du NO sur la reprise de méiose des ovocytes de xénope 
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Abstract: 

Together with the gasotransmitters carbon monoxide (CO) and hydrogene sulfide (H2S), the 

short-lived endogenously produced nitric oxide (NO) is a key player mediator in various 

molecular cascades. NO has been involved in both intra and extra-cellular signaling pathways 

in a wide variety of organisms, and can be detected in some reproductive tissues. Based upon 

previous results reporting that NO-donor SNAP (S-nitroso-N-acetyl penicillamine) promoted 

the release from the metaphase II-anaphase II block in amphibian eggs, our aim was to assess 

the influence of SNAP on the activation of the molecular mechanisms triggering meiotic 

resumption of Xenopus oocytes, analogous to G2/M transition of the cell cycle. In our 

hands, the high concentration of SNAP (2.5 mM) inhibited the appearance of the white spot 

and promoted alteration of spindle assembly leading to atypical structures lacking bipolarity 

and correct chromosomes equatorial alignment. The acidification (pH=4) promoted by SNAP 

specifically impacted the white spot appearance. But, even if pH was restored to 7 in SNAP 

medium by using NaOH (1 M), spindles observed were atypical suggesting an effect of SNAP 

on spindle assembly being independent upon pH effects. Using N-Acetyl-D,L-penicillamine 

disulfide (NAP: 2.5 mM), a degradation product of SNAP with the same molecular 

characteristics without NO releasing,  spindle assemblies were correct suggesting the 

specificity of NO action on spindle morphogenesis alteration.  
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Introduction 

 

Together with the gasotransmitters carbon monoxide (CO) and hydrogene sulfide (H2S), the 

short-lived endogenously produced nitric oxide (NO) is a key player mediator in signaling 

pathways. Initially identified as an endothelium-derived relaxing factor (Palmer et al., 1987), 

NO is generated by nitric oxide synthases (NOS) and has been involved in the mediation of 

both intra and extra-cellular signaling pathways in a wide variety of organisms, ranging from 

yeasts, plants to vertebrates (Hess and Stamler, 2012; Majumdar et al., 2012). It is involved in 

numerous physiological processes in immune, cardiovascular and nervous systems (Kröncke et 

al., 1995; Napoli and Ignarro, 2009; Gross and Wolin, 1995). In contrast to other signaling 

molecules, NO acts through a quite wide range of chemical reactions, which depends upon 

contexts and subtle changes in both intra and the extracellular media (Moncada et al., 1991). 

Thus, NO effects remain complex to untangle. 

Noticeably, NOS has been detected and isolated within mammalian reproductive tissues like 

testis, epididymis, ovaries and uterus, therefore underlying a potential physiological role in 

reproduction processes: follicular growth and ovulation in mouse (Sengoku et al., 2001), 

meiosis progression in mice, pigs and xenopus (Sengoku et al., 2001; Chmelíková et al., 2010; 

Jeseta et al., 2012), embryo implantation in rats (Biswas et al., 1998), and spermatogenesis in 

human. Though suggesting that NO might exert its effects through evolutionary conserved 

mechanisms (Zini et al., 1996), the collected data in different above-mentioned species did not 

discard the hypothesis that requirement for NO might differs from a specie to another, or depend 

on the nature of the NO donor. 

Further than the reported role for NO during cell cycle transition during meiosis (Sengoku et 

al., 2001; Chmelíková et al., 2010; Jeseta et al., 2012), a particular interest of the role for NO 

and its derivative was addressed during the cell cycle progression. Cell cycle control is a cancer-

related event reported to be modulated by NO such as angiogenesis, invasion and metastasis 

(Ying and Hofseth, 2007). Nevertheless, several lines of evidence have shown that NO acted 

either like a friend or a foe toward cell cycle, in a dual manner as it does for cancer, exerting 

tumor promoting effects as well as anti-tumoral effects (Choudhari et al., 2013). For example, 

the NO-donor S-nitroso-N-acetyl penicillamine (SNAP) was previously reported to prevent cell 

cycle progression in many cell types: cerebellar glial cells (Garg et al., 1992), BALB/C 3T3 

fibroblasts (Garg and Hassid, 1990), endothelial cells (Sarkar et al., 1995), human airway 

smooth muscle cells (Hamad et al., 1999), lymphocytes(Kosonen et al., 1998), chick embryo 
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retina glial cells (Magalhães et al., 2006), GH3 cells (Tian et al., 2010) and breast cancer cell 

lines MDA-MB-231 and MCF7 (Laudański et al., 2001). By contrast, myoblasts were either 

stimulated or prevented in their proliferation, emphasizing the duality of NO towards cell 

proliferation (Ulibarri et al., 1999). Molecular studies on these effects have been focused on the 

G1-S phase transition because NO was more likely to arrest cells at the border of S phase, 

through the inhibition of the Cdk2/Cyclin A complex: Cdk2 expression was not altered while 

Cyclin A expression was repressed at the promotor level in vascular smooth cells (Guo et al., 

1998; Sharma et al., 1999). Furthermore, Cdk2 itself was inhibited by the expression of the Cdk 

Inhibitor p21sdi1/Cip/Waf1(Tanner et al., 2000). Finally, in breast cancer cell lines MDA-MB-231, 

increasing NO levels by the use of NO donors blocks cell cycle in G1, through the inhibition of 

Cyclin D1 expression, and the maintenance of pRb hyperphosphorylation (Pervin et al., 2001). 

Therefore, strategies promoting either NO release or tempering and/or scavenging NO have 

become of special interest in cancer cell lines. 

However, less interest has been put on the role of NO during cell division itself, at a non 

genomic level. Based upon previous results reporting that NO-donor SNAP (S-nitroso-N-acetyl 

penicillamine) promoted the transgression of the metaphase-anaphase block in amphibian eggs 

(Jeseta et al., 2012), we undertook to analyze its effects during meiosis. In amphibian oocytes, 

meiosis is a cell division process through which a diploid cell undergoes through two successive 

divisions without replication or depending upon transcription, to produce haploid cells, namely 

oocytes and polar bodies. Vertebrates oocytes are arrested in prophase of the first meiotic 

division (PI), resume meiosis in response to hormonal stimulation, in a process called 

maturation, and are stopped at metaphase of the second division, in anticipation to fertilization 

(Bodart et al., 2002a). Release from prophase I, which is analogous to a G2/M transition, is 

characterized by the organization of a microtubules array pushing the germinal vesicle towards 

the apex of the animal cortex. The breakdown of the nuclear envelope (GVBD, Germinal 

Vesicle Break Down) is followed by chromosomes condensation and organization of a bipolar 

spindle at the plasma membrane. Anchoring of this spindle at the cortex is accompanied by the 

appearance of a white spot at the apex of the oocyte. Then, a second meiotic division begins 

without replication, after the extrusion of the first polar body, but immediately stops at 

metaphase (Hausen and Riebesell, 1991). These conditions enable to analyze the effect of 

compounds independently of their genotoxicity, since the onset of meiosis and the progression 

through the maturation process are independent of transcription (Bodart et al., 2002). Thus, 

such cellular context offer the opportunity to evaluate morphological alteration of spindle 
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(Bodart et al., 2005), a structure crucial to genomic material segregation, that directly impacts 

on the molecular mechanisms driving meiosis. At the molecular level, MPF (Meiotic or M-

Phase Promoting Factor), being an universal factor, promotes M-phase entry during mitosis or 

meiosis, and is made up of a catalytic subunit, Cdk1, and a regulatory sub-unit, Cyclin B 

(Norbury and Nurse, 1990). The activity of this heterodimer is regulated by inhibitory 

phosphorylation on Thr14 and Tyr15, achieved by Wee1 and Myt1 kinases (Fattaey and 

Booher, 1997) and by regulating the level of Cyclin B, which can be degraded through the 

ubiquitin pathway (Rolfe et al., 1997). MAPK xp42Mpk1 (Ferrell et al., 1991) is  activated at 

the same time than MPF, and plays a crucial role in the establishment of the meiotic spindle 

(Bodart et al., 2005) and the inhibition of replication between the two meiosis divisions (Dupré 

et al., 2002). 

Noticeably, NOS has been detected and isolated within mammalian reproductive tissues like 

testis, epididymis, ovaries and uterus, therefore underlying a potential physiological role in 

reproduction processes: follicular growth and ovulation in mouse (Sengoku et al. 2001), meiosis 

progression in mice, pigs and xenopus (Sengoku et al. 2001; Chmelíková et al. 2010; Jeseta et 

al. 2012), embryo implantation in rats (Biswas et al. 1998), and spermatogenesis in human. 

Though suggesting that NO might exert its effects through evolutionary conserved mechanisms 

(Zini et al. 1996), the collected data in different above-mentioned species did not discard the 

hypothesis that requirement for NO might differs from a specie to another, or depend on the 

nature of the NO donor. 

Further than the reported role for NO during cell cycle transition during meiosis (Sengoku et 

al. 2001; Chmelíková et al. 2010; Jeseta et al. 2012), a particular interest of the role for NO and 

its derivative was addressed during the cell cycle progression. Cell cycle control is a cancer-

related event reported to be modulated by NO such as angiogenesis, invasion and metastasis 

(Ying & Hofseth 2007). Nevertheless, several lines of evidence have shown that NO acted 

either like a friend or a foe toward cell cycle, in a dual manner as it does for cancer, exerting 

tumor promoting effects as well as anti-tumoral effects (Choudhari et al. 2013). For example, 

the NO-donor S-nitroso-N-acetyl penicillamine (SNAP) was previously reported to prevent cell 

cycle progression in many cell types: cerebellar glial cells (Garg et al. 1992), BALB/C 3T3 

fibroblasts (Garg & Hassid 1990), endothelial cells (Sarkar et al. 1995), human airway smooth 

muscle cells (Hamad et al. 1999), lymphocytes(Kosonen et al. 1998), chick embryo retina glial 

147 
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cells (Magalhães et al. 2006), GH3 cells (Tian et al. 2010) and breast cancer cell lines MDA-

MB-231 and MCF7 (Laudański et al. 2001). By contrast, myoblasts were either stimulated or 

prevented in their proliferation, emphasizing the duality of NO towards cell proliferation 

(Ulibarri et al. 1999). Molecular studies on these effects have been focused on the G1-S phase 

transition because NO was more likely to arrest cells at the border of S phase, through the 

inhibition of the Cdk2/Cyclin A complex: Cdk2 expression was not altered while Cyclin A 

expression was repressed at the promotor level in vascular smooth cells (Guo et al. 1998; 

Sharma et al. 1999). Furthermore, Cdk2 itself was inhibited by the expression of the Cdk 

Inhibitor p21sdi1/Cip/Waf1(Tanner et al., 2000). Finally, in breast cancer cell lines MDA-MB-

231, increasing NO levels by the use of NO donors blocks cell cycle in G1, through the 

inhibition of Cyclin D1 expression, and the maintenance of pRb hyperphosphorylation (Pervin 

et al. 2001). Therefore, strategies promoting either NO release or tempering and/or scavenging 

NO have become of special interest in cancer cell lines. 

However, less interest has been put on the role of NO during cell division itself, at a non 

genomic level. Based upon previous results reporting that NO-donor SNAP (S-nitroso-N-acetyl 

penicillamine) promoted the transgression of the metaphase-anaphase block in amphibian eggs 

(Jeseta et al. 2012), we undertook to analyze its effects during meiosis. In amphibian oocytes, 

meiosis is a cell division process through which a diploid cell undergoes through two successive 

divisions without replication or depending upon transcription, to produce haploid cells, namely 

oocytes and polar bodies. Vertebrates oocytes are arrested in prophase of the first meiotic 

division (PI), resume meiosis in response to hormonal stimulation, in a process called 

maturation, and are stopped at metaphase of the second division, in anticipation to fertilization 

(J.-F. Bodart et al. 2002). Release from prophase I, which is analogous to a G2/M transition, is 

characterized by the organization of a microtubules array pushing the germinal vesicle towards 

the apex of the animal cortex. The breakdown of the nuclear envelope (GVBD, Germinal 

Vesicle Break Down) is followed by chromosomes condensation and organization of a bipolar 

spindle at the plasma membrane. Anchoring of this spindle at the cortex is accompanied by the 

appearance of a white spot at the apex of the oocyte. Then, a second meiotic division begins 

without replication, after the extrusion of the first polar body, but immediately stops at 

metaphase (Hausen & Riebesell 1991). These conditions enable to analyze the effect of 

compounds independently of their genotoxicity, since the onset of meiosis and the progression 

through the maturation process are independent of transcription (Bodart et al., 2002). Thus, 

such cellular context offer the opportunity to evaluate morphological alteration of spindle 
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(Bodart et al. 2005), a structure crucial to genomic material segregation, that directly impacts 

on the molecular mechanisms driving meiosis. At the molecular level, MPF (Meiotic or M-

Phase Promoting Factor), being an universal factor, promotes M-phase entry during mitosis or 

meiosis, and is made up of a catalytic subunit, Cdk1, and a regulatory sub-unit, Cyclin B 

(Norbury & Nurse 1990). The activity of this heterodimer is regulated by inhibitory 

phosphorylation on Thr14 and Tyr15, achieved by Wee1 and Myt1 kinases (Fattaey & Booher 

1997) and by regulating the level of Cyclin B, which can be degraded through the ubiquitin 

pathway (Rolfe et al. 1997). MAPK xp42Mpk1 (Ferrell et al. 1991) is activated at the same 

time than MPF, and plays a crucial role in the establishment of the meiotic spindle (Bodart et 

al. 2005) and the inhibition of replication between the two meiosis divisions (Dupré et al. 2002). 

Our aim was to assess the ability of NO-donor SNAP to prevent the activation of the molecular 

mechanisms triggering meiotic resumption, as well as to determine its potential effect on 

spindle morphogenesis. Here we showed that SNAP-induced effect on M-phase entry in 

amphibian oocytes are related to pH lowering whereas NO release appeared to alter meiotic 

spindle morphogenesis.  
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Materials and methods  

 

REAGENTS AND TEST SUBSTANCES 

 

All compounds were of molecular biology grade of purity. They were obtained from Sigma-

Aldrich Chimie (Saint-Quentin Fallavier, France) except MS222 (Sandoz®) and collagenase 

(Roche Applied Science®). All tested solutions and media (ND96: 96 mM NaCl, 2 mM KCl, 

1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES-NaOH, pH 7.5) were freshly daily prepared or 

obtained extempore by appropriate dilutions of stock solutions in ND96 medium.  

 

HANDLING OF FROGS AND OOCYTES 

 

After anesthetizing Xenopus females (purchased from the University of Rennes I, France) by 

immersion in 1 g/L MS222 solution (tricaine methane sulfonate; Sandoz), ovarian lobes were 

surgically removed and placed in ND96 medium (in mM: 96 NaCl, 2 KCl, 1.8 CaCl2, 1 MgCl2, 

5 Hepes–NaOH, pH 7.5). Fully grown stage VI oocytes were isolated and defolliculated by 

partial collagenase treatment for 30 min (1 mg/mL collagenase A, Roche Applied Science) 

followed by a manual microdissection. Oocytes were stored at 14°C in ND96 medium until 

experiments were performed. All animal experiments were performed at the animal facility of 

Lille University according to the rules of the European Community Council guidelines 

(86/609/EEC) for laboratory animal experimentation. The animal protocol was approved by the 

local institutional review board (Comité d’Ethique en Expérimentation Animale Nord-Pas-De-

Calais, CEEA 07/2010). 

 

TREATMENT AND ANALYSIS OF MEOTIC RESUMPTION 

 

Meiotic resumption was induced by incubation of oocytes at 19°C in ND96 medium containing 

10 µM of progesterone (4μg/mL; Sigma–Aldrich). Maturation process (M-Phase entry) was 

scored by the appearance of a white spot at the animal pole of the oocyte. 
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Oocytes were incubated with S-nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamine (SNAP) at different 

concentrations (0.5, 1, 2.5 and 5 mM; Enzo lab science), N-Acetyl-D,L-penicillamine disulfide 

(NAP; 1,25 mM; Santa Cruz biotechnology) , NaOH (2 M) and/or HCl (6M). Oocytes are 

placed at 23 °C. An individual observation of oocytes was performed each hour during 10h 

under binocular microscope and the number of oocytes with a white spot was measured.  

 

MICROINJECTION OF CYTOPLASM OF MATURE OOCYTES 

 

Defolliculated oocytes were incubated overnight in the presence of progesterone (4μg/mL) at 

19°C. Oocyte with a white spot were selected and rinsed to remove all traces of progesterone. 

40 nL of cytoplasm were taken directly into the oocyte, using a positive displacement digital 

micropipette (Nichiryo) and 10 nL were injected at the equator of immature oocytes. 

Before the micro-injection, immature oocytes were placed during 1 hour in presence of SNAP 

(0.5, 1, 2.5 and 5 mM; Enzo lab science), NAP (1.25 mM ; Enzo lab science), NaOH (2 M) 

and/or HCl (6 M). Microinjected oocytes were placed at 23°C for maturation and the white spot 

appearance was reported every hour. 

 

ELECTROPHORESIS AND WESTERN-BLOTTING 

 

Eggs were lysed in homogenization buffer and centrifuged for 5 min at 10 000×g (4°C) to 

eliminate yolk platelets. Supernatants were added with one volume of Laemmli 2X buffer 4% 

beta-mercaptoethanol, heated at 100°C for 3 min and stored at −20°C until analysis. Proteins 

from oocytes were separated by SDS-PAGE (15–17%) and transferred onto a nitrocellulose 

membrane (Hybond, Amersham Pharmacia Biotech, United Kingdom). Blots were blocked 

with 10% low fat dry milk and incubated with specific antibody. p90Rsk was detected using the 

polyclonal rabbit antibody (p90Rsk1 C-21 sc231, Santa Cruz Biotechnology), ERK2 was 

detected using mouse monoclonal antibody (Erk2 D-2 sc1647, Santa Cruz Biotechnology), anti-

P-H3 antibodies (S10, Cell Signaling,) and P-Tyr15 Cdk1 using overnight incubation with 

mouse monoclonal antibody (tyr15, Cell signaling). Nitrocellulose membranes with bounded 

primary antibody were then incubated with appropriate secondary antibodies (Sigma Aldrich). 
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The signals were detected through chemiluminescent assay (Clarity™ Western ECL Substrate, 

Biorad). 

 

CYTOLOGICAL ANALYSIS 

 

Oocytes were fixed in Smith reagent (Smith A: Potassium Bichromate 17 mM ; Smith B: formol 

and acetic acid 80/20%) for a minimum period of 12 hours. They were dehydrated and 

embedded in paraffin. Section of 7 microns were cut and stained with the nuclear red (0,1 g of 

nuclear red QSP 100 mL aluminium sulfate 5%) to reveal nuclear structures and chromosomes, 

and with picro indigo carmine (0,25g of picro indigo carmine QSP 100 mL saturated picric 

acid) specific for cytoplasmic structures. This technique highlights the spindles and condensed 

chromosomes, even if they are ectopic or atypic (Flament et al., 1997, 1996).  

 

STATISTICAL ANALYSIS 

 

All results are shown as mean +/- standard error of the mean (SEM); N refers to the number of 

separate experiments performed (number of females) and n corresponds to the number of 

exposed oocytes. For statistical analysis and graphical presentation, Excel and Power Point 

(Microsoft Corporation) softwares were used. The significant differences were assessed with 

SigmaStat 3.1 software (SysStat, Erkrath, Germany) by means of one-way analyses of variance 

followed by post-hoc Tukey’s tests. Statistical significance was accepted for *p<0.05, **p<0.01 

and ***p<0.001. 
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Results 

 

1. NO-donor SNAP alters M-phase entry and meiotic spindle morphogenesis induced by 

progesterone 

 

PI oocytes can be characterized histologically by the presence of a germinal vesicle (VG). After 

addition of progesterone in the medium the oocyte undergo a meiosis progression and the 

germinal vesicle rise up to the animal pole setting aside the subcorticals pigments leading to the 

appearance of a white spot. This phenomenon is considered as the first part of the meiosis 

progression process called maturation. Maturation is referred as the set of physiological, 

biochemical and electrophysiological events leading from prophase I to metaphase II. A 

prophase I (PI) oocyte shows neither the same histological profile nor the same biochemical 

profile that an oocyte in metaphase II (MII).  

During this process the germinal vesicle breaks, this phenomenon is called: germinal vesicle 

break down (GVBD). Low concentrations of SNAP (500 µM and 1 mM) had no effect on the 

meiosis resumption process rate induced by progesterone in Xenopus oocyte. There was no 

delay in the white spot appearance between the lowest concentration of SNAP and the 

progesterone treated oocytes (Figure 1.A), 90%, 88.19% and 82.80% were obtained in 

progesterone alone or in association with 500 µM and 1 mM of SNAP respectively (Figure 

1.B).  In contrast, at highest concentrations of SNAP (2.5 and 5 mM) oocyte M-phase entry was 

delayed. The percentage of oocytes displaying a white spot dropped to 32.12 % and 11.70% in 

the presence of 2.5 and 5 mM SNAP respectively (Figure 1. B).  

 

As previously described, oocytes do not exhibit the same cytological profile according to their 

progression through maturation. After GVBD, the microtubule spindle is formed at the vicinity 

of the plasma membrane and the chromosomes are aligned into an equatorial plate. Oocyte 

showing only a spindle anchored to the membrane in cytological analysis are metaphase I (MI) 

oocytes. This first meiosis division leads to the appearance of a polar body. A second meiotic 

division begins. MII oocytes can be defined by the presence of the first polar body and the 

presence of a spindle anchored to the membrane. Cytological analysis of oocytes showed that 

the higher the concentration of SNAP was, the earlier the stage at which the oocytes were 

blocked. The control oocytes exposed or not with progesterone showed a majority of metaphase 

II and prophase I (PI) oocytes respectively. In presence of 500 µM SNAP, 50% of oocytes were 
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in MII, 33% were blocked at metaphase I (MI) stage and 17% at GVBD, without exhibiting any 

typical organization. With 1 mM SNAP, 57% of oocytes were blocked in MI phase. With 2.5 

mM SNAP, 43% of oocytes were blocked in MI phase while 41% of oocytes were blocked at 

GVBD stage (Figure 1. C).  

Similarly, there was a correlation between the high concentrations and the number of atypical 

spindles observed. At 2.5 mM SNAP, more than half of the spindles were atypical failing to 

exhibit bipolarity and correct chromosomes equatorial alignment (Table 1 and Figure 1.D). 

By contrast, control oocytes treated with progesterone, showed normal symmetrical spindle 

formation, anchored to the plasma membrane and a chromosomes alignment on the metaphase 

plate.  

In order to check if oocytes without white spot were still blocked in prophase I, the 

phosphorylation status of Erk and Rsk (MAPK cascade), Cdc2 (MPF) and Histone H3 (a target 

of active MPF) were analyzed by western blot on individual cells. Usually, prophase I oocytes 

showed the phosphorylation of Cdc2 on tyrosine 15 and the absence of phosphorylation on 

Histone H3, Erk and Rsk. By contrast, mature oocytes showed the phosphorylation of Histone 

H3, Erk and Rsk and a dephosphorylation of Cdc2 on tyrosine 15. Analysis of oocytes treated 

with SNAP do not reveal a homogenous profile in this population. Indeed, 67.6 % of oocytes 

exhibited a phosphorylation of Histone H3 with an active MAPK cascade (phosphorylated Erk 

and Rsk) but an inactive MPF (Cdc2 was phosphorylated on Tyr 15) (Figure 2, supplementary 

figure 1 and supplementary table 1 and 2). This heterogeneous response in biochemical 

profiles suggested the interaction of NO with different signaling pathways. 

 

2. NO-donor SNAP disturbs M-phase entry and meiotic spindle morphogenesis induced by 

mature oocyte cytoplasm injection. 

 

Micro-injection of mature oocyte cytoplasm, containing active MPF, triggers Cdc25 activation 

in a prophase I oocytes (Masui and Markert, 1971; Rime et al., 1994). In turn Cdc25 activates 

the pre-MPF (inactive stock of MPF) by Cdc2 dephosphorylation and enables oocyte meiotic 

resumption in absence of any hormonal stimulation. This mechanism is called the MPF auto-

amplification loop. Low concentrations of SNAP (500 µM and 1 mM) showed no significant 

effect on the meiotic resumption of Xenopus oocyte micro-injected with cytoplasm of mature 

oocytes. Indeed, 7 hours after the micro-injection, 83% of the control oocytes showed a white 
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spot against 67% and 55% in the presence of 500 µM and 1 mM of SNAP respectively (Figure 

3.A). A highest concentration of SNAP (2,5mM) totally abolished appearance of white spot in 

micro injected oocytes, highlighting a potential sensitivity of the MPF auto-amplification loop 

toward NO (Figure 3.A). 

Morphological analysis was completed by histological study. Control oocytes, micro-injected 

(micro-inj) or not (ND) were mainly blocked in PI and MII phases respectively. In the presence 

of SNAP at 500 µM, oocytes stopped in MI and GVBD phases (43% and 39% respectively). 

Then, in presence of 1 mM or 2.5 mM of SNAP, 37% and 61% of the oocytes were respectively 

blocked at GVBD (Figure 3.B). As with progesterone stimulation, the spindle became atypical 

with the highest concentration of SNAP. At 2.5 mM SNAP all spindles observed were found to 

be atypical (Table 2).  

Oocytes without external morphological sign of meiotic resumption, were individually 

analyzed at the biochemical level. Only 12% of oocytes (4/31) showed the classical profile for 

Cdc2 and histone H3 phosphorylations. We noticed a clear heterogeneity in the detected profiles 

(Figure 2 and Supp. Table. 3 and 4). Nevertheless, 68.1 % of oocytes exhibited the histone 

H3 phosphorylation, relevant for a MPF activation. Phosphorylation of Erk and Rsk (MAPK 

pathways) were extremely heterogeneous and no clear trend was observed (data not shown).  

Taken together, these results suggest that signaling pathways (progesterone pathway or MPF 

auto-amplification loop) are well activated but the NO-donor disturbs the morphological events 

associated to meiosis resumption (white spot appearance and spindle assembly). 

 

3. Acid pH promoted by SNAP specifically inhibits the white spot appearance  

 

SNAP is a NO-donor but also acidify the culture medium. The next set of experiments precise 

the respective role of the SNAP induced NO released and/or pH decreased on M-phase entry 

and meiotic spindle morphogenesis. The highest concentration of SNAP induced a pH decrease 

around 4 (data not shown). In a previous studies, intracellular acidification was shown to delay 

hormonal-induced meiotic resumption and alters spindle morphogenesis in Xenopus oocytes 

(Sellier et al., 2006). In the control conditions of experiment, 24 hours after the addition of 

progesterone, 89.19% of the oocytes showed a maturation spot against only 1.11% in the 

presence of HCl. When the pH is buffered with NaOH, 79.89% of oocytes exhibited a white 
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spot. In the 2.5 mM SNAP solution, pH was buffered at pH 7.4 with NaOH before the 

introduction of oocytes in medium in order to evaluate the effect of an acidification. The 

percentage of oocytes with a white spot, which dropped to 0% in the presence of 2.5 mM SNAP, 

was also restored up to 87.78% in buffered solution (Figure 4.A). Moreover, in these last 

conditions, more than half of the spindles were atypical and not located at the plasma 

membrane. 

In an other hand, when maturation is induced by cytoplasm micro-injection, we observed that 

the medium with HCl significantly impaired meiotic resumption and the NaOH buffering 

medium restored percentage of oocytes with white spot (Figure 4.B). Strikingly, the effects of 

2.5 mM SNAP were reversed by buffering pH: 75.67% of white spot were detected. 

Nevertheless, 93.33% of these oocytes exhibited ectopic and atypical spindles.  

Taken together, these results showed that acid pH promoted by SNAP specifically inhibits the 

white spot appearance. Even if pH is restored in SNAP medium, the spindles observed were 

atypical suggesting the effect of SNAP on the spindle assembly is independent of any pH 

variation and only dependant on the NO release. 

 

4. Atypical spindle assembly is NO release dependant  

 

To address this point, we have used N-Acetyl-D,L-penicillamine disulfide (NAP) in the last 

experiment. NAP is a degradation product of S-nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamine (SNAP). 

Basically, NAP has the same molecular characteristics as SNAP without releasing NO. It is 

used in several publications as a control for studying SNAP toxicity (Bourdon et al., 2003; 

Babich et al., 1999; Chen et al., 2005b).  

Oocytes treated with progesterone showed typical characteristic of a MII oocytes with no 

spindle assembly problem (Figure 5.A). The oocytes exposed to SNAP showed atypical 

spindles with no aligned chromosomes (70%) that were maintained even in restored pH medium 

with NaOH (81.25%, Figure 5.B/C). 

By contrast, when SNAP was replaced by the NAP and the pH was NaOH buffered, only8.88% 

of the total spindles remains atypical. This result suggests that without NO release there is no 

effect of SNAP on spindle organization (Figure 5.D). Therefore, spindle assembly appeared to 

be NO-dependent.  
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Discussion 

 

Gasotransmitters like NO have been involved in many physiological processes. Among this 

variety of functions, there is in an increasing literature in the field of reproductive biology and 

in the pathological context of cancer, both relying on the effects of NO during cell cycle 

progression, using cellular models such as cancer cells lines and physiologically-synchronized 

populations of gametes (Sengoku et al., 2001; Chmelíková et al., 2010; Jeseta et al., 2012; Ying 

and Hofseth, 2007; Choudhari et al., 2013; Garg et al., 1992; Garg and Hassid, 1990; Sarkar et 

al., 1995; Hamad et al., 1999; Kosonen et al., 1998; Magalhães et al., 2006; Tian et al., 2010; 

Laudański et al., 2001; Ulibarri et al., 1999; Guo et al., 1998; Sharma et al., 1999; Tanner et al., 

2000; Pervin et al., 2001). Studied carried out in cancer cell lines focused on the effects at the 

transcription level, which revealed inhibition of Cdk-Cyclin complexes responsible for the 

G1/S transition, either through the down-regulation of Cyclin levels expression or up-regulation 

of Cdk inhibitor expression (Guo et al., 1998; Sharma et al., 1999; Ishida et al., 1997; Tanner 

et al., 2000; Pervin et al., 2001). Here we have chosen to address the role of NO during the early 

steps of cell division during meiosis, taking advantage of the Xenopus oocytes release from 

prophase being considered as analogous to G2/M (or M-Phase entry), in a non genomic context 

(Bodart et al., 2002a) . Either triggered by hormonal stimulation (progesterone) or by mature 

oocyte cytoplasm injection, M-phase entry was delayed by NO-donor SNAP: occurrence of 

white spot was delayed and spindle organization was disturbed.  

 

Since decomposition of SNAP, and NO release, was accompanied by a pH decrease, we 

undertook the discrimination between the effects relative to pH in comparison of those of NO 

itself. In Xenopus oocytes, the resumption of meiosis is accompanied by a transient alkalization 

(Lee and Steinhardt, 1981), which, when buffered by MOPS pH 6.9, hinders the migration of 

germinal vesicle towards the animal pole and promotes ectopic spindle formation in 30% 

(Flament et al., 1996). Similarly, acidification induced by procaine alters spindle positioning, 

which remains in deep cytoplasm (Flament et al., 1997). From the latter studies, it appeared that 

microtubules apparatus involved in germinal vesicle migration was affected by pH decrease, 

but that the spindle morphology per se was not affected. Furthermore, we previously reported 

that decreasing pH with NH4Cl delayed progesterone-induced GVBD in a dose-dependent 

manner. In our conditions, pH buffering in SNAP solutions prevented SNAP-induced inhibition 

of M-phase entry but not meiotic spindle morphogenesis alteration, regardless to the type of M-
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phase entry stimulation. Therefore, effects on meiosis kinetics were more likely to be attributed 

to pH changes than to NO release. 

 

We observed also a differential sensitivity towards SNAP between progesterone and MI-

induced mechanisms of meiotic resumption or M-phase entry. The two mechanisms are quite 

different since progesterone request protein synthesis and activation of both MPF and MAPK 

pathways for meiosis completion until metaphase II, while injection of active MPF within the 

mature oocyte cytoplasm triggers MPF auto-activation loop, which includes Cdc25. In order to 

investigate the difference of sensitivity, western blots were performed with individual oocytes 

treated with 2.5 mM SNAP followed by mature oocyte cytoplasm injection. Taken together, 

our observations made at the molecular level suggested that the majority of oocytes exhibited 

a biochemical activation profile, as in negative control oocytes that remained in prophase. The 

predominant presence of a phosphorylated form of MPF, seemed in line with the inhibition of 

the MPF auto-amplification loop. Proteins S-Nitrosylation formally occurs through an 

oxydative reaction of NO and Cys thiol, and have been involved in several pathologies(Foster 

et al., 2009b). In the case of the molecular network herein described as responsible for M-phase 

entry, Cdc25 isoforms were identified in other studies as Cys-dependent phosphatases, 

exhibiting a Cys-containing catalytic loop that is recognized for S-Nitrosylation target (Foster 

et al., 2009a). Different studies showed that nitrosative stress, that is to say increase in NO, 

resulted in Cdc25 inhibition (Majumdar et al., 2012; Tomko and Lazo, 2008). Since we 

demonstrated previously that the auto-amplification loop of MPF was not affected by pH 

changes (Sellier et al., 2006), our main hypothesis regarding the higher sensitivity towards 

SNAP of M-phase entry induced by injection of mature oocyte cytoplasm, is that Cdc25 activity 

is impaired by S-Nitrosylation. 

 

Once determined that delay and inhibition of M-phase entry were attributed to pH-related 

effects of NO-donor SNAP, we attempted to determine if alteration of spindle morphology 

could be related to NO effects. Two different strategies were undertaken. Firstly, we used NO-

chelator CPTIO but the latter failed to hinder the alteration of the spindle induced by SNAP 

(data not shown). Because NO-chelation failure cannot be discarded, even in microdomains 

essentials to division process, we secondly opted for the use of NAP, which appears as the most 

reliable negative control.  When oocytes were stimulated for M-phase entry in presence of pH 

7.4 buffered solution of NAP, no alteration of spindle morphogenesis was recording, suggesting 

that NO released by SNAP was responsible for the failure of bipolarity establishment and 
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chromosomes misalignment. Because of the heterogeneity of treated oocytes with SNAP for 

MPF and MAPK pathways, no correlation could be established between these proteins and 

spindle phenotype. Nevertheless, it was reported that NO, inhibits mitosis through Tyrosine 

residue nitrosylation in plant models, and alters cross walls orientation, presumably by 

impairing microtubules organization (Jovanović et al., 2010; Blume et al., 2013). 

 

Our study seems to show that nitric oxide would cause a bad implementation of the spindle. It 

would therefore seem interesting to study the effect of NO on proteins involved in the formation 

of the spindle and more particularly the possibility of S-nytrosilation of this proteins. It is 

important to notice that these atypical spindles mostly present the same formation defect: 

nonaligned chromosomes, defect in the microtubules assembly and most of this spindle are 

ectopic. Together, these observations suggest that the NO would more specifically affect 

cytoskeletal proteins. Some studies, in animals and plants, have already showed that S-

nytrosilation can touch some of these proteins like: the Microtubule-associated protein 4 (Greco 

et al., 2006), Tubulin α 6 chain, Tubulin α 4 chain and Actin 2/7 (Lindermayr et al., 2005).  

We have shown that a high concentration of NO results in the Xenopus oocyte premature 

maturation arrest and poor implementation of the spindle. This observation are consistent with 

all the papers demonstrating the need of a decrease in the concentration of NO in the oocytes 

for the meiosis resumption (Nakamura et al., 2002).  
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Figures and Legends 

 

Figure 1: NO donor SNAP alters M-phase entry and meiotic spindle morphogenesis induced by progesterone. (A) Oocytes 

were incubated (or not) in SNAP at different concentrations and progesterone. Some oocytes were maintained in culture 

medium without treatment (ND) and some oocytes in progesterone alone (PG). Oocytes with a white spots were recorded every 

hour for 10h and at 24h (B) Percentage of white spot observed at 24h after addition of progesterone and SNAP at different 

concentrations (C) Percentage of oocytes found in different phases of meiosis: Prophase I (PI), Germinal Vesicle Break Down 

(GVBD), Metaphase I (MI) and Metaphase II (MII). The oocytes were treated with progesterone alone or in association with 

SNAP at different concentrations. Oocytes were fixed in smith reagent, cut with microtome and stained with nuclear red and 

picro indigo carmin method. The experiment was performed three times on three different females. (D) Photo of spindle in 

oocyte treated with 2.5 mM SNAP. Arrow shows the chromosomes. a. The photo shows an atypical spindle with unaligned 

chromosomes. b. The photo shown an ectopic and atypical spindle with unaligned chromosomes. Bar = 20 µm. N= 7 ; n =20. 

Statistical significance was accepted for *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. 
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Figure 2: Biochemical analysis of MPF activation in presence of SNAP 2,5 mM. This graphic represent the Cdc2 tyr15 and 

Histone H3 phosphorylation patterns in oocytes. Immature oocytes are oocyte non treated and, which presents no white spot, 

Mature oocytes were treated with progesterone only (or micro-injected with cytoplasm of mature oocyte) and they present a 

white spot. SNAP 2,5 mM + PG and SNAP 2,5 mM + MI are oocyte treated with SNAP 2,5 mM during 15 minutes and exposed 

to progesterone or injected with cytoplasm of mature oocyte respectively. All the oocytes studied in these conditions showed 

no white spot. Classic western blot activity is showed on the top of each situation. 
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Figure 3: NO donor SNAP disturbs M-phase entry and meiotic spindle morphogenesis induced by mature oocyte cytoplasm 

injection. (A) Oocytes were incubated (or not) in SNAP at different concentrations during 15 minutes and micro-injected with 

cytoplasm of mature oocyte. Oocytes with a white spots were recorded after 7 hour. Some oocytes were maintained in culture 

medium without treatment (ND) and some oocytes are micro-injected with cytoplasm of mature oocyte alone (micro-inj). All 

experiments were performed three times, using oocytes from three different females (15 oocytes per condition). (B) Percentage 

of oocytes found in different phases of meiosis: Prophase I (PI), Germinal Vesicle Break Down (GVBD), Metaphase I (MI) 

and Metaphase II (MII). The oocytes micro-injected with cytoplasm of mature oocyte alone or micro-injected in the presence 

of SNAP at different concentrations. N=3, n=15. Statistical significance was accepted for *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. 
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Figure 4: Acid pH promoted by SNAP inhibits the white spot appearance. Oocytes were incubated (or not) in SNAP at 

different concentrations, HCl and/or NaOH during 15 minutes. Then oocytes were treated with progesterone (A) or injected 

with cytoplasm of mature oocytes (B).  Oocytes with a white spots were recorded after 7 hour. N=5, n=15. Statistical 

significance was accepted for *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. 
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Figure 5: Atypical spindle assembly is NO released dependant. Photo of representative spindles observed in the different 

experimental conditions. Red arrows show the chromosomes. The total number of atypical spindles is indicated for each 

condition. (A) Mature oocyte, treated with progesterone (PG), showing spindle membrane anchored with aligned chromosomes 

and the first polar body (PB). (B) Oocytes exposed to SNAP 2,5 mM and progesterone, showing atypical spindle with unaligned 

chromosomes. (C) Oocytes exposed to SNAP 2,5 mM and progesterone in buffered pH with NaOH. These oocytes show 

atypical spindle with unaligned chromosomes. (D) Oocytes exposed to NAP 2,5 mM and progesterone, in buffered pH with 

NaOH. This oocytes show spindle membrane anchored with aligned chromosomes and the first polar body. Bar = 20µm. All 

experiments were performed three times, using oocytes from three different females.  
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Table 1: SNAP increase the atypical spindle percentage in a dose dependant manner. This table shows the number of oocytes 

with a spindle and the number of oocytes with an atypical spindle. Oocytes were incubated with progesterone alone or with 

SNAP at different concentrations. 

 

Table 2: SNAP leads to an increase of the atypical spindle in a dose dependant manner. This 

table shows the number of oocytes with a spindle and the number of oocytes with an atypical 

spindle. Oocytes were micro-injected with cytoplasm of mature oocytes alone (micro-inj) or in 

the presence of SNAP at different concentrations. 

 

  

Spindle Atypical Spindle Total

ND 0 0 15

PG 12 0 15

SNAP 500 µM + PG 11 0 15

SNAP 1 mM + PG 19 4 (21,1%) 25

SNAP 2,5 mM + PG 14 8 (57,14%) 26

Spindle Atypical Spindle (%) Total

Micro-inj 17 0 17

ND 0 0 18

SNAP 500 µM + Micro-inj 9 2 (22,22%) 18

SNAP 1 mM + Micro-inj 6 4 (66,67%) 21

SNAP 2,5 mM + Micro-inj 4 4 (100%) 16
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Effets du NO sur la reprise de méiose des ovocytes de xénope 
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1. CPTIO : un contrôle négatif efficace ? 

Afin de vérifier si la formation de fuseaux atypiques était due à la formation de NO engendrée 

par le SNAP (article 1) nous avons, dans un premier temps, utilisé le 2-(4-Carboxyphenyl)-

4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (CPTIO), un chélateur de NO. Le CPTIO est 

utilisé depuis plusieurs années comme chélateur de NO dans les modèles animaux in vitro de 

par sa spécificité pour le NO comparé à d’autre chélateur comme le dithiocarbamates de fer ou 

l’oxyhémoglobine (Hogg, 2010). 

Figure 48 : Effet du CPTIO sur les effets du SNAP sur la reprise de méiose. (A) Les ovocytes ont été incubés (ou non) en 

présence de SNAP à différentes concentrations, de CPTIO, de NaOH et/ou HCl et la maturation a été induite par la 

progestérone. Le pourcentage de tache blanche a été relevé 24h après l'addition de la progestérone. La présence d’étoiles marque 

une différence significative avec le contrôle progestérone. La présence de hashtag marque la différence significative avec le 

contrôle progestérone + CPTIO. N = 6 n = 15. (B) Pourcentage des ovocytes trouvés dans les différentes phases de la méiose : 

Prophase I (PI), Germinal vésicules Break Down (GVBD), Métaphase I (MI), Transitoire Microtubule Array (TMA), Anaphase 

I et Metaphase II (MII). Les ovocytes ont été traités avec de la progestérone avec ou sans SNAP à des concentrations différentes, 

de CPTIO et / ou NaOH. N = 3, n = 10.  

Cependant, en présence de ce composé ni l’apparition des taches de maturation, ni la formation 

normale des fuseaux ne sont restaurées. Le pourcentage d'ovocytes avec une tache de 

maturation tombe respectivement à 8,89% de SNAP 2,5 complémenté de CPTIO (Figure 48.A). 

En présence de SNAP 2,5 mM et de CPTIO, tous les ovocytes sont bloqués en Prophase I et 
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montrent une VG (Figure 48.B). Dans cette condition, les ovocytes sont soumis uniquement à 

l'effet « acide » du milieu. Plus le milieu est acide, plus fort est l'effet inhibiteur sur la GVBD. 

Cela pourrait expliquer l’absence de reprise de méiose de ces ovocytes. Le CPTIO n’a aucun 

effet délétère sur la reprise de méiose lorsqu’il est utilisé seul, il ne peut donc pas être 

responsable de cette inhibition de la reprise de méiose. Lorsque les ovocytes sont maturés en 

présence de CPTIO, le pourcentage final d’ovocytes présentant une tache de maturation est de 

80,63% contre 86,19% en présence de progestérone seule. Les ovocytes de la condition CPTIO 

présentent des fuseaux dont la morphogenèse ne semble pas perturbée. Lorsque les ovocytes 

sont maturés en présence de SNAP 2,5 mM complété de CPTIO et de NaOH le nombre 

d’ovocytes présentant une tâche de maturation remonte à 80% semblant indiquer que les 

ovocytes ont bien effectué leur reprise de méiose. Cependant la majorité de ces ovocytes sont 

bloqués en GVBD et en MI lorsqu’ils sont étudiés du point de vue cytologique (Figure 48.À et 

B). 

La question de l’efficacité du CPTIO s’est alors posée. Bien que celui-ci change de couleur 

lorsqu’il réagit avec le NO, cette indication de couleur ne permet pas de savoir si l’ensemble 

du NO produit a été chélaté. Il n’est pas impossible de supposer que la concentration de CPTIO 

(10mM), qui a été utilisée dans nos expériences, ne soit pas suffisante pour chélater l’ensemble 

du NO libéré par une forte concentration de SNAP. 
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Étude des effets de l’hydrogène sulfuré sur la maturation et l’activation de l’ovocyte de 

porc ainsi que sur le développement précoce des embryons 
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Les articles 3 & 4 s'inscrivent dans le cadre d'une collaboration de notre équipe avec le 

département des sciences vétérinaires, de l’université des Sciences de la Vie de Prague,  en 

République Tchèque. Cette collaboration concerne l'étude des effets de l’hydrogène sulfuré sur 

la maturation et l’activation de l’ovocyte ainsi que sur le développement précoce des embryons. 

Si ces travaux peuvent apparaitre annexes au travail de thèse, ils offrent un pendant aux travaux 

réalisés chez le Xénope. Notre équipe s’est inscrite dans cette collaboration à plusieurs 

niveaux : mise en œuvre et discussion des stratégies expérimentales, discussion des résultats et 

échange d’étudiants.  

 

1. Contexte 

La maturation, processus par lequel l’ovocyte reprend sa méiose depuis la prophase I jusqu’à 

un nouvel arrêt en métaphase II, est un processus indispensable à la préparation de l’ovocyte à 

la fécondation. Chez les grands mammifères, il est important que cette phase de maturation soit 

maitrisée afin de préparer, in vitro, des ovocytes à la fécondation dans le cadre de 

biotechnologies reproductives. La régulation de la maturation des ovocytes de mammifères et 

l'expansion de cumulus in vivo ne sont pas encore totalement comprises. Ces connaissances 

incomplètes peuvent compromettre la réussite et les rendements de la culture in vitro et mener 

à la perte de nombreux ovocytes destinés à la fécondation. 

Il parait donc important de comprendre les mécanismes impliqués de ces phénomènes, mais 

aussi de définir les meilleures conditions de culture possible. Puisque le H2S est également 

produit au niveau des organes reproducteurs mâles comme femelles (Liang et al., 2006, 2007; 

Kimura, 2011) et que d’autres gazotransmetteurs ont démontré des effets sur l’activation des 

ovocytes de porc (Petr et al., 2005), il semblait pertinent d’étudier et de comprendre son 

implication éventuelle dans la maturation. 

 

2. Objectifs 

L'objectif de cette étude était d'étudier l’implication de l’hydrogène sulfuré sur la maturation 

des ovocytes de porc. De manière originale dans le modèle porcin, ce travail visait à discriminer 

les effets du gazotransmetteur en fonction de la population cellulaire considérée (ovocytes 

versus cellules folliculaires). 

3. L’expansion du cumulus d’ovocyte de porc 

Les arrêts physiologiques et les caractéristiques morphologiques sont grossièrement similaires 

dans les ovocytes de xénope et de porc. Les deux modèles appartiennent au sous-

embranchement des vertébrés et les étapes de leur méiose sont quasi identiques. Les principales 

étapes sont représentées dans la figure 49. Quelques différences sont tout de même présentes, 

principalement au niveau morphologique : la taille de l’ovocyte, la répartition et la quantité du 

vitellus, etc...  varient (Ješeta and Bodart, 2011). Parmi les différences existantes entre l’ovocyte 

de porc et l’ovocyte de xénope, l’une des principales concerne le phénomène d’expansion du 

cumulus. La reprise de méiose a lieu dans les follicules pré-ovulatoires dominants, en réponse 

de l’interaction entre les ovocytes et les cellules de la granulosa et du cumulus qui l’entoure. 

L’augmentation pré-ovulatoire d’hormone lutéinisante (LH) induit la production d’un signal 
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dans les cellules somatiques folliculaires, qui résulte en la perte d’une activité inhibitrice et 

permet la maturation de l’ovocyte. La LH pourrait intervenir de manière directe sur les cellules 

du cumulus (Mattioli et al., 1998) ou de façon indirecte par la production de médiateurs 

spécifiques dans les cellules de la granulosa (Park et al., 2004; Ashkenazi et al., 2005).  

Figure 49 : Photographie des différents stades de la maturation ovocytaires de l’ovocyte de porc. (A) Vésicule 

Germinative (VG) Nucléolaire (B) VG condensée (C) VG condensée compacte (D) Chromosomes condensés (E) Métaphase I 

(F) Anaphase  I (G) Télophase I (H) Métaphase II 

Le nombre de jonctions GAP entre les cellules du cumulus change alors et se réduit (Larsen et 

al., 1986; Isobe et al., 1998). Le cytosquelette du cumulus subit un réarrangement (Sutovský et 

al., 1994, 1995; Procházka et al., 2000) et synthétise une matrice extracellulaire enrichie en 

acide hyaluronique (HA). Cette matrice déposée dans les espaces extracellulaires permet alors 

un processus d’expansion (Eppig, 1979). 

La production de HA est contrôlée par la hyaluronan-synthase 2 (HAS2), qui est fortement 

exprimée dans les cellules du cumulus peu de temps après l’augmentation de LH. La maturation 

méiotique et l’expansion du cumulus sont simultanément régies par un réseau complexe de 

plusieurs voies de signalisation parmi lesquelles cAMP-PKA, Plk1-Cdc25-Cdc2, PI3K-Akt et 
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Mos-MEK-MAPK (Anger et al., 2004; A. Bagg et al., 2009; Fan et al., 2002; Kalous et al., 

2009).  

Une autre différence résulte de l’absence de OMI (Oocyte Maturation Inhibitor) dans les 

ovocytes de xénope. OMI est un facteur inhibiteur de la reprise de méiose produit par les 

cellules folliculaires, facteur responsable du maintien des ovocytes non dominants en prophase 

(Tsafriri et al., 1976; Stone et al., 1978; Hillensjö et al., 1978). Ainsi lorsque l’on dénude un 

ovocyte de porc cette inhibition est perdue. Ce phénomène est absent de l’ovocyte de xénope 

où la reprise méiotique n’est due qu’à un déclencheur hormonal. 

4. Métabolisme de H2S dans l’ovocyte de porc (article 4) 

La présence des ARNm des enzymes du métabolisme du H2S dans des ovocytes de porc à 

différents stades a été démontrée à l’aide de RT-PCR. La présence des ARNm de ces enzymes 

a été recherchée dans des ovocytes immatures en cours de croissance, compétents pour la 

maturation (stade VG, au terme de l'ovogenèse), ainsi que dans des ovocytes se trouvant en 

métaphase de méiose I (MI) ou II (MII).Les protéines CBS et CSE est présentes de façon 

constante et MPST n’est présente que dans les stades les plus précoces de la croissance puis 

voit sa quantité décroitre. L’ensemble de ces observations est résumé dans la figure 50. Au sein 

du cumulus,  les trois enzymes n'apparaissent que dans les stades les plus avancés de la 

croissance jusqu’à la fin de maturation. 

 

Figure 50 : Schéma représentatif des quantités relatives des ARNms des enzymes du métabolisme du H2S au cours de 

la méiose. 

La présence des protéines CBS, CSE et MPST à ces différents stades a ensuite été évaluée par 

immuno-empreinte. Les quantités de CBS et CSE varient au cours de la méiose avec une 

diminution significative dans les ovocytes en MI, tandis que MPST diminue après la reprise de 

méiose et n'est plus synthétisée. 
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Titre du graphique

CBS CSE MPST



185 
 

5. Le H2S présente un effet antagoniste sur la reprise de méiose et l’expansion du cumulus de 

porc (article 3 et 4) 

5.1. Le Na2S, un donneur de H2S, entraine une accélération de la reprise de méiose des 

ovocytes de porc (article 3) 

La maturation ovocytaire a été étudiée après coloration à l’orcéine (mise en évidence des fibres 

élastiques matures). Cette coloration permet de définir le stade de la méiose dans lequel se 

trouve un ovocyte.  

L’exposition des ovocytes de porc au Na2S entraine une augmentation du nombre d’ovocytes 

en métaphase II de façon dépendante de la dose. Le nombre d’ovocytes présentant une GVBD 

ou ayant effectués une maturation complète augmente de façon significative en présence de 

Na2S à une concentration minimum de 150 µM. A des concentrations plus fortes, de l’ordre de 

300 µM, le Na2S accélère aussi bien l’apparition de la GVBD que la transition MI vers MII. En 

effet, le nombre d’ovocytes ayant effectué la GVBD augmente de façon significative après 14-

20h de culture, alors que celui ayant effectué la transition MI vers MII augmente 

significativement après 25h de culture. 

 

5.2. Le Na2S induit une diminution de l’expansion du cumulus et de la quantité de HA 

produite (article 3) 

L’expansion du cumulus, accompagnée par la formation d’acide hyaluronique, est une autre 

marque de la maturation ovocytaire dans le modèle qu’est l’ovocyte de porc. En présence de 

Na2S à différentes concentrations la quantité de HA formée et retenue diminue de manière 

significative après 36 h, mais de façon non dépendante de la dose. L’expansion du cumulus 

pouvant être régulée par des facteurs provenant de l’ovocyte, la même expérience a été conduite 

sur des complexes ovocyte-cumulus  dont l’ovocyte était privé de son cytoplasme. Dans ces 

expériences, aucune baisse de production de HA n’a été observée, ce qui indique que les effets 

du Na2S sur l’expansion du cumulus passeraient par l’ovocyte et ne cibleraient pas directement 

les cellules du cumulus. Il a pu aussi être observé qu’il existait une diminution de l’expansion 

du cumulus.  

 

5.3.  L’inhibition conjointe des enzymes du métabolisme du H2S entraine une 

inhibition de la maturation ovocytaire (article 4) 

Des inhibiteurs des enzymes clés du métabolisme de l’H2S ont été utilisés sur des ovocytes afin 

d’étudier le rôle de l’ H2S endogène dans la reprise méiotique des ovocytes de porc.  L’AOAA, 

inhibiteur du CBS, est utilisé à une concentration de 2 mM ; le PAG, inhibiteur de CSE, à une 

concentration de 5 mM, et le KGA, inhibiteur de MPST, à 5 mM. Il a pu être observé que 

lorsque les inhibiteurs étaient utilisés de façon conjointe, la reprise méiotique des ovocytes de 

porc était inhibée de manière dose-dépendante.  

 

5.4. L’inhibition conjointe des enzymes du métabolisme de l’H2S entraine la 

libération de HA dans le milieu (article 4) 

Lorsque les enzymes du métabolisme du H2S sont inhibées, aucune différence significative dans 

la quantité de HA produite n’est détectable après 24h de maturation. Cependant après 48h, une 

baisse la quantité de HA retenue dans les cellules du cumulus peut être observée et celui-ci est 
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relargué dans le milieu. Cela pourrait être dû à la modification de protéines (récepteurs) liant le 

HA dans les cellules du cumulus. Ces récepteurs sont classés en 3 groupes : CD44, RHAMM 

(Receptor for HA-mediated motility) et ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1). Parmi 

celles-ci, la protéine CD44, une glycoprotéine de surface qui sert de récepteur au HA, est 

connue pour être impliquée dans la maturation ovocytaire (Kimura et al., 2002; Yokoo et al., 

2002). Ainsi cette protéine pourrait être la cible du H2S, cependant aucune preuve de sa S-

Sulfhydration n’existe à ce jour.  

 

6. Le H2S module les profils d’activation du MPF et des MAPK  

6.1. Voies MAPK dans le modèle de l’ovocyte de porc 

Les MAPK sont sous forme inactives dans l’ovocyte de porc au stade VG. Elle augmente 

brusquement en MI et atteint son sommet au stade MII. Si dans l’ovocyte de xénope l’activation 

des MAPK est sujette à une réponse caractéristique tout ou rien, les ovocytes de mammifères 

présentent une réponse graduelle au stimulus extérieur.  Les MAPK ne sont pas indispensables 

à la reprise de méiose en elle-même, mais l’activation de la cascade dans les cellules du cumulus 

est indispensable pour la reprise de méiose induit par la gonadotropine des ovocytes enfermés 

dans les cellules du cumulus (CEOs). Les MAPK ne sont pas requises pour l’induction de la 

GVBD des ovocytes dénudés, mais le sont pour les CEOs. De la même manière que dans les 

ovocytes de xénope l’activité MPF est suffisante pour activer la cascade des MAPK (Review : 

Ješeta & Bodart 2011).  

 

6.2. L’activation du MPF et des MAPK est accélérée en présence de Na2S 

Les activités MAPK et MPF ont été mesurées au cours du temps par des tests d'activité 

kinasique. Ces tests se basent sur la capacité des kinases à fixer un ATP-γ-32P radioactif sur 

une cible spécifique : l’histone H1 pour le MPF et le MBP (Myelin Basic Protein) pour les 

MAPK. La quantité de substrats porteurs de phosphate radioactif reflète l’activité de ces 2 

kinases.  

En présence de Na2S, les activités kinases de MAPK et du MPF sont significativement 

augmentées après 20h et 22h de cinétique respectivement.  

 

6.3. L’activation du MPF et des MAPK est ralentie par l’inhibition conjointe des 

enzymes du métabolisme du H2S (article 4) 

De la même façon que précédemment, les activités kinasiques du MPF et des MAPK ont été 

mesurées au cours du temps sur des ovocytes maturés en présence d’inhibiteurs des enzymes 

du métabolisme de H2S.  

Ces expériences ont démontré une inhibition significative de l’activité kinasique du MPF et des 

MAPK à 24h.  

 

7. Le Na2S stimule la fécondation de l’ovocyte de porc (article 3) 

L’influence du donneur de H2S sur la fécondation et les premiers stades du développement 

jusqu’au stade blastula a été étudiée. Il en ressort qu’une concentration de 300 µM de Na2S 
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augmente de façon significative le pourcentage d’ovocytes activés, mais n’influence pas les 

stades précoces du développement. Le pourcentage d’embryons au stade morula et blastocyste 

à 7 jours a été relevé en conditions avec et sans Na2S. Aucune différence significative n’existe 

entre ces deux conditions. Lorsque les ovocytes sont activés à l’aide d’un ionophore calcique 

on passe de 75,9% d’activation à 91,7% en présence de Na2S 300 µM. 

  

Ainsi le H2S semble donc impliqué dans la maturation des ovocytes de porc ainsi que dans 

l’expansion du cumulus. Il a notamment été observé que le H2S entrainait une augmentation du 

profil d’activation des MAPKs. Cependant l’ensemble des évènements moléculaires impliqués 

dans ces phénomènes reste à déterminer. 
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Étude des effets de l’hydrogène sulfuré sur la maturation et l’activation de l’ovocyte de 

porc ainsi que sur le développement précoce des embryons 
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Abstract  

Hydrogen sulfide (H2S) has been revealed to be a signal molecule with second messenger action 

in the somatic cells of many tissues, including the reproductive tract. The aim of this study was 

to address how exogenous H2S acts on the meiotic maturation of porcine oocytes, including key 

maturation factors such as MPF and MAPK, and cumulus expansion intensity of cumulus-

oocyte complexes. We observed that the H2S donor, Na2S, accelerated oocyte in vitro 

maturation in a dose-dependent manner, following an increase of MPF activity around germinal 

vesicle breakdown. Concurrently, the H2S donor affected cumulus expansion, monitored by 

hyaluronic acid production. Our results suggest that the H2S donor influences oocyte maturation 

and thus also participates in the regulation of cumulus expansion. The exogenous H2S donor 

apparently affects key signal pathways of oocyte maturation and cumulus expansion, resulting 

in faster oocyte maturation with little need of cumulus expansion. 

mailto:nevoral@af.czu.cz
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Introduction 

Previously, molecules of some gases have been discovered to have biological activities. These 

gases, so called gasotransmitters, act as second messengers in the signal transduction of cell 

communication. In addition to the earlier observed nitric oxide and carbon monoxide, the role 

of hydrogen sulfide in cell metabolism has recently been studied [1]. Hydrogen sulfide (H2S) 

is enzymatically released from aminoacid L-cystein by Cystathionine β-Synthase (CBS), 

Cystathionine γ-Lyase (CSE) and 3-Mercaptopyruvate Sulfurtransferase (3-MPST) [2]–[4]. 

These enzymes are expressed in several tissues, including in the reproductive system [5]–[7], 

where it can be assumed that H2S production mediates physiological functions. The presence 

and effect of CBS in the ovarian follicles of mice has been determined [8], [9]. The role of H2S 

in oocyte maturation is not yet clear and has not been unravelled. 

 

Successful meiotic maturation of oocytes is an important precondition of reproductive 

biotechnological progress. Only fully grown dictyate oocytes in germinal vesicle stage (GV-

oocytes) undergo complete meiotic maturation and achieve metaphase II [10]. This process 

resumes after the hormonal stimuli action of the oocyte reinitiates meiotic division by the 

activation of key regulatory factors, such as Maturation/M-phase Promoting Factor (MPF) and 

Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK), resulting in germinal vesicle breakdown (GVBD). 

Activation and correct kinesis of these factors are further necessary for meiosis I to II transition, 

organisation of the second meiotic metaphase spindle and spontaneous metaphase II-block 

[11]–[17]. The cytoplasmic changes of key factors of oocyte maturation are dependent upon 

intercellular communication between oocyte and surrounding cumulus cells [10]. On the other 

hand, mucification of the cumulus cells, known as cumulus expansion, causes a decrease of 

inhibitory substance flows into oocyte, especially cAMP, and restricted input of cAMP allows 

MPF activation, which triggers GVBD [18]. 

 

The cumulus expansion consists of synthesis and accumulation of glycosaminoglycans, 

especially hyaluronic acid, into the extracellular space [19]. Thus, cumulus expansion expressed 

by hyaluronic acid content may be a possible marker of successful GVBD, meiotic maturation 

and developmental competence acquisition in oocytes used for biotechnologies, i.e. in vitro 

fertilisation, transgenesis or cloning [20]–[23]. 

 

Meiotic maturation and cumulus expansion are simultaneously regulated by a complex network 

of several signal pathways including cAMP-PKA, Plk1-Cdc25-Cdc2, PI3K-Akt and Mos-

MEK-MAPK [24]–[28]. Noticeably, the PI3K-Akt and cAMP-PKA pathways have been 

reported to be regulated by H2S during the cell cycle of somatic cells [29]–[32]. Full knowledge 

of the molecular mechanisms of oocyte maturation and H2S involvement in meiosis could 

improve the yield of successfully in vitro matured oocytes. We hypothesised that H2S plays a 

role in the regulation of meiotic oocyte maturation. The aim of this study was to evaluate the 

influence of the H2S donor on oocyte maturation, regulatory kinase activity in oocytes and the 

cumulus expansion intensity of porcine cumulus-oocyte complexes (COCs) cultivated in vitro. 
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For this purpose, we tested the influence of the exogenous H2S donor, Na2S, on oocyte 

maturation, developmental competence acquisition and cumulus expansion of COCs. Here, we 

report for the first that the H2S donor acts on oocytes to regulate cumulus expansion and 

progression through meiosis. 
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Materials and Methods 

In Vitro Oocyte Cultivation with H2S Donor 

Porcine ovaries were obtained from non-cycling gilts at the local slaughterhouse (Jatky Plzen 

a.s., Plzen, Czech Republic). Ovaries were transported to the laboratory in a saline solution 

(0.9% NaCl) at 39°C. Cumulus-oocyte complexes (COCs) were collected from ovarian follicles 

with a diameter of 2 – 5 mm by a 20-gauge aspirating needle. Only fully grown oocytes with 

intact cytoplasm surrounded by compact cumuli were used in further experiments. 

 

The COCs were matured in a modified M199 medium (Sigma-Aldrich, USA) supplemented 

with 32.5 mM sodium bicarbonate, 2.75 mM calcium L-lactate, 0.025 mg/mL gentamicin, 6.3 

mM HEPES, 13.5 IU eCG: 6.6 IU hCG/mL (P.G.600; Intervet, Holland) and 5% (v/v) fetal 

bovine serum (Sigma-Aldrich, USA). The culture medium contained 150, 300, 600 or 900 µM 

Na2S.9H2O (Sigma-Aldrich, USA), the H2S donor. The COCs were matured for 6–48 hs in 3.5 

cm Petri dishes (Nunc) containing 3.0 ml of culture medium at 39°C in a mixture of 5.0% CO2 

in air. 

 

Evaluation of Oocyte Meiotic Maturation 

At the end of culture, the COCs were treated with 1 mg/ml bovine testicular hyaluronidase 

(Sigma-Aldrich, USA) dissolved in M199 medium and cumulus cells were separated from 

oocytes by repeated pipetting through a narrow glass pipette. The oocytes were subsequently 

mounted on microscope slides with vaseline, covered with a cover glass, and fixed in ethanol-

acetic acid (3∶ 1 v/v) for at least 48 h. The oocytes were stained with 1.0% orcein in 50% 

aqueous-acetic acid and examined under a phase contrast microscope. Five groups of meiotic 

maturation stages were determined in accordance with the published criteria by Motlik et Fulka 

[33]: GV – germinal vesicle, LD – late diakinesis, MI - metaphase I, AITI – anaphase I to 

telophase I transition, MII – metaphase II. 

 

Histone H1 and Myelin Basic Protein Double Assay 

The COCs were matured for 12 – 48 hs with the H2S donor. At each time interval during the 

culture, COCs were denuded and 10 oocytes per sample were collected. Assays were performed 

in accordance with the protocol of Kubelka et al. [34], with slight modifications. Briefly, the 

oocytes were washed four times in 0.01% polyvinyl alcohol in PBS, and transferred into 5 µl 

of buffer containing 40 mM 3-[n-morpholino] propanesulfonic acid pH 7.2, 20 mM para-

nitrophenyl phosphate, 40 mM β-glycerolphosphate, 10 mM EGTA, 0.2 mM EDTA, 2 mM 

dithiothreitol, 0.2 mM Na3VO4, 2 mM benzamidine, 40 µg/mL leupeptin and 40 µg/mL 

aprotinin. Samples were immediately frozen and stored in Eppendorf tubes at −80°C until 

assays were performed. An assay of MPF and MAP kinase activity by their capacity to 

phosphorylate external substrates, specifically histone H1 (H1) and Myelin Basic Protein 

(MBP), was performed. The kinase reaction was initiated by addition of 5 µl of buffer consisting 

of 100 mM 3-[n-morpholino] propanesulfonic acid pH 7.2, 20 mM para-nitrophenyl phosphate, 

40 mM β-glycerolphosphate, 20 mM MgCl2, 10 mM EGTA, 0.2 mM EDTA, 5 µM cAMP-
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dependent protein kinase inhibitor, 2 mM benzamidine, 40 µg/mL leupeptin, 40 µg/mL 

aprotinin, 600 µM ATP, 2 mg H1/ml, 3 mg MBP/mL) and 500 µCi/mL [γ-32P]ATP (GE 

Healthcare Life Sciences, UK). The reaction was conducted for 30 min at 30°C and terminated 

by the addition of 10 µl Laemmli sample buffer and boiling for 3 min. After electrophoresis on 

15% SDS PAGE gels, it was stained with Coomasie Blue R250, destained overnight, dried and 

autoradiographed. Phosphorylated histone H1 and MBP signals were visualised by MultiGauge 

2.0 software and related to metaphase I oocytes after 24 h cultivation, where we expected the 

peak of kinase activity [34]. 

 

Oocytectomy and OOXs Cultivation 

The COCs obtained using the above-detailed procedure were oocytectomised in accordance 

with Prochazka et al. [35]. Each COC was immobilised with a holding pipette. A glass needle 

was then introduced through the cumulus cells and the oocyte into the holding pipette, allowing 

the ooplasm to be sucked into the holding pipette. After withdrawal of the needle, the ooplasm, 

but not the zona pellucida, was aspirated into the holding pipette by a burst of a negative 

pressure. The technique was performed in a drop of culture medium covered by mineral oil in 

a Petri dish. A set of 25 oocytectomised complexes (OOXs) was prepared within 30 min and 

immediately placed into the culture. The further cultivation of OOXs took place under the 

already described conditions. 

 

Hyaluronic Acid Assay 

Groups of 25 COCs or OOXs were cultured for 12–48 hs in 1 ml culture modified M199 

medium. The culture medium with cumulus cells after denuding of oocytes, or with OOXs, was 

placed into an Eppendorf tube and centrifugated at 10 000 rpm for 10 min. Cell pellets were 

proteolytically digested by 30 µl Alcalase 2.4 L FG in PBS (1∶ 100 v/v, Novozymes, Denmark) 

for 2 hs and thereafter 30 µl Flavourzyme 1000 L (1∶ 100 v/v, Novozymes, Denmark) was 

added and the mixture was cultured for a further 3 hs. The reaction was terminated by boiling 

for 3 min and the samples were stored at −20°C until the assay was performed. In addition to 

cell pellet digestion, the aliquots of culture medium for hyaluronic acid measurement were 

prepared. The HA content was ascertained by enzyme-linked immunosorbent assay. The QnE 

Hyaluronic Acid ELISA Assay detection kit (Biotech, USA) was used to determine it. The 

amount of HA was measured spectrophotometrically on a microtitration plate using a Rainbow 

ELISA plate reader (wavelength 540 nm). The quadratic calibration curve was based on five 

standard concentrations of HA. Synthesis of HA was expressed either as the total HA 

production (HA content in cell pellet and medium) or the retained HA (HA content in cell pellet 

only). For each concentration of H2S donor and point of time scale, the measured values of total 

HA were related to the control group of oocytes after 48 h cultivation. 

 

Parthenogenetic Activation of Oocytes 

Oocytes were partenogenetically activated using our previously published protocol [36]. 

Briefly, oocytes were matured in vitro for 44 and 46 hs with and without the H2S donor, 

respectively. After in vitro maturation, oocytes were denuded and activated for 5 min with 25 



194 
 

µM calcium ionophore A23185. After activation, the oocytes were cultured for 2 hs with 2 mM 

6-dimethylaminopurine (DMAP) in NCSU23 medium [37]. The oocytes were then cultured for 

24 hs or 7 days in four-well Petri dishes (Nunc) containing 1.0 ml of culture medium under 

described conditions. Subsequently, oocytes were fixed and stained as described above. 

Oocytes with pronuclei were considered to be activated. In a separate experiment after oocyte 

activation, the presumptive zygotes were cultured for 7 days. The cleavage rate and blastocyst 

achievement was assessed after 2 and 7 days of culture, respectively. 

 

Statistical Analysis 

Our data are from at least th ee independent experiments. The general linear models (GLM) 

procedure in SAS software (SAS Institute Inc., USA) was used to analyse data from all 

experiments. Significant differences between groups were determined using the t-test. The level 

of significance was set at P<0.05. 
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Results 

1. H2S Donor Accelerates Oocyte Maturation in a Dose-Dependent Manner 

We evaluated the influence of different concentrations of H2S donor on the nuclear maturation 

of porcine oocytes after 20 and 30 hs of in vitro cultivation. Time points of 20 and 30 hs were 

selected to represent more meiotic stages. 

 

No effect of the H2S donor Na2S for the lowest concentration of 35 µM was observed after 20 

and 30 h cultivation. With increasing concentration of Na2S accelerating GVBD (75.0–80.0 vs. 

68.3% for H2S donor and control, respectively) after 20 h cultivation, the differences were 

statistically significant (Figure 1A, Table S1a). With higher concentration of the H2S donor, 

acceleration of meiosis I to II transition in oocytes was observed after 30 h cultivation (Figure 

1B). As such, these oocytes achieved meiosis II with statistical differences in 77.5 and 86.7% 

of cases for 150 and 300 µM Na2S, respectively (see more in Table S1b). 

 

2. H2S Donor Accelerates Porcine Oocyte Maturation 

We evaluated the influence of H2S donor Na2S on nuclear maturation of porcine oocytes during 

in vitro cultivation over a 2 h time scale. We monitored the effect of 300 µM Na2S on germinal 

vesicle breakdown (GVBD). An accelerated decline of the amount of germinal vesicle (GV) 

oocyte together with GVBD increase were statistically significant after 14–20 h cultivation 

(Figure 2A). Moreover, H2S donor-treated oocytes reached faster meiosis II than the control 

ones (Figure 2B). The complete data are provided in Table S2. 

 

3. MPF and MAPK Activity Profiles Are Accelerated by H2S Donor 

To further characterise the effect of H2S on oocyte maturation, a kinase activity assay was 

performed (Figure 3A, 3B, Figure S1). We observed the influence of H2S donor, Na2S, in 300 

µM concentration on the beginning of MPF and MAPK activity around GVBD over a 2 h time 

scale. Data were expressed relative to MPF/MAPK activity in oocytes cultivated for 24 h where 

it is predictable that kinase activity is the highest. The phosphorylated histone H1 and MBP 

signal intensities reflecting the MPF and MAPK activity profile, respectively, were increased 

and accelerated by the H2S donor during oocyte maturation. The difference in MAPK activity 

between the control and H2S groups was statistically significant after 20 h in vitro cultivation. 

During further in vitro maturation, significant acceleration of MPF occurred after 22 h 

cultivation. 

 

4. H2S Donor Can Substitute for the Absence of Cumulus Cells 

Denuded oocytes (DOs) were cultured with the H2S donor to evaluate cumulus cells' role during 

accelerated meiotic maturation. The aim of the experiment was to evaluate the GVBD and 

meiosis I to II transition of oocytes cultivated with 300 µM Na2S for 20 and 30 hs, respectively. 

No effect of Na2S on GVBD rates of DOs after 20 hs was observed. It should also be noted that 

in comparison to the control, more H2S-treated DOs reached nuclear stages of meiosis II after 

30 hs (69.2 vs. 35.8% for H2S donor and control of DOs, respectively), see Figure 4. In addition, 
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more DOs cultured with the H2S donor reached metaphase II (30.0%) in comparison with the 

control DOs and COCs (16.7 and 6.7%, respectively) and even COCs cultured with the H2S 

donor (15.8%). Further data are available in Table S3a and S3b. 

 

5. H2S Donor Influences Cumulus Expansion with Presence of Oocytes 

The aim of the experiment was to measure cumulus expansion by hyaluronic acid (HA) content 

in COCs and OOXs. The total HA production was assessed by HA content released into the 

culture medium and by retained HA in cell lysate. The total and retained HA was measured in 

COCs after 48 h in vitro cultivation and during maturation after 12, 24, 36 and 48 hs. The results 

are compared to control COCs after 48 h cultivation. It was observed that H2S donor, Na2S, 

inhibited total HA production after 48 hs by 21.9–34.6%. No dose-dependent manner was 

observed, differences are statistically significant (Figure 5A). For further experiments, a 

concentration of 300 µM Na2S was used. 

 

HA production during in vitro cultivation of COCs is low after 12 hs of cultivation and it 

increased after 24 hs without significant differences between the control and H2S groups. The 

H2S donor significantly inhibited total HA production after 36 and 48 h cultivation by 13.0 and 

29.0%, respectively (Figure 5B). 

 

To evaluate the influence of oocyte presence on HA production and cumulus expansion, 

oocytectomised complexes (OOXs) were cultivated with the H2S donor for 48 hs. It was found 

that oocytectomisation reduced total HA in OOXs cultivated in a pure medium by 37.0%. HA 

production by OOXs cultivated with H2S donor decreased with no statistical significance in 

comparison with the above-mentioned OOXs. The data are shown in Figure 5C. 

 

6. H2S Donor Increases Activation Rate but It Has No Effect on Parthenogenetic 

Development 

The influence of the H2S donor on developmental competence acquisition during in vitro oocyte 

maturation was examined. The oocytes were matured with 300 µM Na2S and in pure medium 

for 44 and 46 hs, respectively, when 100% of oocytes in both group were matured (see Table 

S2). The H2S donor in maturation medium significantly increased the activation rate (91.7 vs. 

75.8% for H2S donor and control, respectively). The cleavage rate, morula and blastocyst 

formation were not influenced (Table 1). 
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Discussion 

In this study, we observed the relevant impact of the exogenously added H2S donor on porcine 

oocyte maturation. Originally, H2S was described as a toxic gas [38]. However, H2S is also 

endogenously generated in many types of mammalian cells, where it acts as a signal molecule, 

known as a gasotransmitter [2]. The concentrations of H2S donor we used are comparable to 

physiological values in tissues [2], [3] and we could assume that the observed effects of H2S 

donor exogenously added were not a result of its toxicity but rather relied on the physiological 

effect of H2S as a gasotransmitter. To the best of our knowledge, this study is the first one to 

describe the influence of the H2S donor on meiotic maturation of oocytes. 

ignificant acceleration of oocyte maturation during in vitro cultivation of porcine cumulus-

oocyte complexes (COCs) with the H2S donor was observed. In agreement with a former study 

[34], meiotic maturation of oocytes was accelerated by an earlier increase of MPF and MAPK 

regulating oocyte maturation. The mechanisms underlying this precocious activation of 

MPF/MAPK induced by H2S remain to be determined. It is known that H2S can influence the 

activity of various factors including kinases by their direct sulfhydration [39], but no direct 

effect of H2S on MPF and MAPK activities has been yet reported. In addition to possible direct 

regulation, H2S may act indirectly on kinase activity by modifying other molecules, such as ion 

channels [40], and/or through regulation of up-stream kinases [30], [31]. Thus, the sulfhydration 

of these proteins may tune and control the oocyte maturation processes. In somatic cells, H2S-

stimulation of signal pathways of cAMP/PKA [32] and PI3K/Akt [31] was observed. The 

important contribution these signal pathways make to kinase activity control during mammalian 

oocyte maturation is known [10], [41]. The experiments undertaken demonstrate that the H2S 

donor does not suppress acquisition of oocyte developmental competence during their in vitro 

maturation. 

 

In our experiments, the action of the H2S donor on oocyte maturation in porcine COCs poses 

the question of whether the H2S donor effect is the result of direct function in oocytes, or 

whether the action of exogenous H2S is transduced by cumulus cells. Our results suggest that 

the H2S donor acts directly on the oocyte. Indeed, accelerated maturation by the H2S donor was 

observed in denuded oocytes (DOs) cultivated after removal of cumulus cells. The acceleration 

of meiotic maturation in H2S donor treated DOs was even more marked than in treated COCs. 

An explanation for this phenomenon could be in exogenous H2S retention in cumulus cells 

and/or in the extracellular matrix produced by these cells. This results in a smaller quantity of 

H2S being available for the oocytes. In addition, the H+S donor may cause processes inhibiting 

oocyte maturation in cumulus cells [42]. Accordingly, the immediate H2S donor influence 

induces faster meiotic maturation of DOs. 

 

The influence of the H2S donor on cumulus cells was demonstrated by our subsequent 

experiments, in which we measured the level of hyaluronic acid (HA) in the extracellular matrix 

of cumulus cells as a marker of cumulus expansion. We showed inhibition of HA production in 

COCs cultivated with the H2S donor. The effect of the H2S donor on HA production was 

observed in all the concentrations of the H2S donor used after 48h in vitro cultivation. The H2S 

donor significantly influenced HA production in the second moiety of COC cultivation. A 
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previous study had illustrated the decrease in activity of factors stimulating cumulus expansion, 

such as Cumulus Expansion Enabling Factor (CEEF), after metaphase I attainment [43]. We 

can presume that the role of the H2S donor may be in the deepening of CEEF decrease. The 

mechanism of H2S effect on cumulus expansion is as yet unclear. One possibility could be the 

influence of the above-mentioned cAMP/PKA signal pathway [32], which regulates cumulus 

expansion [44]. 

 

Cumulus expansion is extensively regulated by substances with oocyte origin [43], [44]. For 

this reason, we evaluated the influence of oocyte presence on cumulus expansion during 

cultivation with the H2S donor. We measured HA production in oocytectomied complexes 

(OOXs) where the oocyte had been removed. Our observation of decreased HA production after 

oocytectomy is in line with the previous study [45], where a decline of HA-synthase 2 

expression in cumulus cells was shown. Whereas we demonstrated the inhibition of HA 

production in intact COCs cultivated with the H2S donor, no effect was observed in OOXs. It 

is known that production of CEEF by porcine cumulus cells is sufficient for cumulus expansion 

[35]. However, our experiments showed that inhibition of cumulus expansion by the H2S donor 

is mediated by the oocyte. Target systems in oocytes for H2S, regulating HA production in this 

way, remain unknown. Presumably, possible target molecules for exogenous H2S might be 

some members of the Transforming Growth Factor β superfamily which can be regulated by 

H2S [46] and subsequently influence HA-synthase 2 activity in cumulus cells [47]. 

 

The results of our study demonstrate that the H2S donor can participate in the regulation of 

oocyte maturation and cumulus expansion without the interference of developmental 

competence acquired during in vitro maturation. Further experiments are necessary for a full 

explanation of the role of H2S as a signal molecule and the mechanism of its effect during 

oocyte maturation, cumulus expansion and early embryogenesis. 
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Figures and Legends 

 

Figure 1: Effect of different Na2S concentrations on meiosis resumption and transition to meiosis II in oocytes. 

Proportion of GVBD (A) and meiosis I to II transition (B) during in vitro cultivation after 20 and 30 h in vitro cultivation, 

respectively. a,b,cStatistically significant differences among experimental groups (P<0.05). 
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Figure 2: Effect of Na2S on meiotic resumption and transition to meiosis II during oocyte cultivation. Proportion of 

GVBD (A) and meiosis I to II transition (B) in oocytes during in vitro cultivation over 2 h time scale. H2S: 300 µM Na2S. 
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*Statistically significant differences between control and H2S groups (P<0.05). 

 

Figure 3: Effect of Na2S on MPF and MAPK activities during oocyte cultivation. Representative autoradiograms and 

signal quantifications of phosphorylated histone H1 (A) and MBP (B) reflecting MPF and MAPK activity, respectively. Kinase 

activity was measured in oocytes cultivated with or without Na2S over 2 h time scale. The kinase activity was related to oocytes 

cultivated for 24 hs. C: control; H2S: 300 µM Na2S. *Statistically significant differences between control and H2S groups 



202 
 

(P<0.05). 

 

Figure 4: Effect of Na2S on meiosis resumption and transition to meiosis II in DOs. Proportion of GVBD (A) and meiosis 

I to II transition (B) during in vitro cultivation after 20 and 30 h in vitro cultivation, respectively. H2S: 300 µM Na2S. 

a,b,cStatistically significant differences among experimental groups (P<0.05). 
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Figure 5: Effect of Na2S on HA content in expanded cumulus. (A) Total and retained HA content in COCs cultivated with 

150–900 µM Na2S for 48 hs, total HA is related to the control group. (B) Total and retained HA content in COCs during in 

vitro cultivation with 300 µM Na2S over 12 h time scale, total HA is related to the control group after 48 h cultivation. (C) 

Total and retained HA content in COCs and OOXs cultivated with or without H2S donor, total HA is related to the control 

group of COCs. H2S: 300 µM Na2S. a,b,cStatistically significant differences among experimental groups in total HA, 

1,2statistically significant differences among experimental groups in retained HA, *statistically significant differences in total 

HA between control and H2S groups (P<0.05). 

 

 

Table 1: Effect of Na2S on partenogenetic development of porcine oocytes. Oocytes were matured with or without Na2S 

and partenogenetically activated using calcium ionophore. Pronucleus formation after 24 h zygote culture, cleavage rate after 

2 days and blastocyst achievement after 7 days presumptive embryos culture were evaluated (%±SE). H2S: 300 µM Na2S 

during oocyte maturation. *Statistically significant differences between control and H2S group – in column (P<0.05). 
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Abstract  

Hydrogen sulfide, one of three known gasotransmitters, is involved in physiological processes, 

including reproductive functions. Oocyte maturation and surrounding cumulus cell expansion 

play an essential role in female reproduction and subsequent embryonic development. Although 

the positive effects of exogenous hydrogen sulfide on maturing oocytes are well known, the 

role of endogenous hydrogen sulfide, which is physiologically released by enzymes, has not yet 

been described in oocytes. In this study, we observed the presence of Cystathionine β-Synthase 

(CBS), Cystathionine γ-Lyase (CTH) and 3-Mercaptopyruvate Sulfurtransferase (3-MPST), 

hydrogen sulfide-releasing enzymes, in porcine oocytes. Endogenous hydrogen sulfide 

production was detected in immature and matured oocytes as well as its requirement for meiotic 

maturation. Individual hydrogen sulfide-releasing enzymes seem to be capable of substituting 

for each other in hydrogen sulfide production. However, meiosis suppression by inhibition of 

all hydrogen sulfide-releasing enzymes is not irreversible and this effect is a result of M-

Phase/Maturation Promoting Factor (MPF) and Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) 

activity inhibition. Futhermore, cumulus expansion expressed by hyaluronic acid (HA) 

production is affected by the inhibition of hydrogen sulfide production. Moreover, quality 

changes of the expanded cumuli are indicated. These results demonstrate hydrogen sulfide 

involvement in oocyte maturation as well as cumulus expansion. As such, hydrogen sulfide 

appears to be an important cell messenger during mammalian oocyte meiosis and adequate 

cumulus expansion.  
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Introduction  

Meiosis in mammalian oocytes is spontaneously arrested at the dictyotene of prophase I. Prior 

to this, growing oocytes synthesise large amounts of protein essential for the resumption of this 

meiotic block, which is followed by oocyte meiosis [1]. A fully-grown dictyate oocyte, often 

called a germinal vesicle (GV) oocyte, holds the meiotic block until gonadotropin stimulation 

in vivo and in vitro conditions, when the re-initiation of oocyte meiosis is manifested as 

germinal vesicle breakdown (GVBD). GVBD is followed by further stages of meiosis I and the 

establishment of the second meiotic block at metaphase II (MII). The process that begins with 

GVBD and continues through meiosis I to MII is called meiotic maturation. Oocyte maturation 

is necessary for fertilisation ability and successful embryonic development [2]. Therefore, 

oocyte maturation is a key factor in female fertility as well as in assisted reproductive therapy.    

Cumulus cells surround the oocyte, and together, they create a cumulus-oocyte complex (COC). 

Oocyte maturation is accompanied by an increased production of extracellular matrix 

compounds in the cumulus cells mass [3,4]. COC enlargement associated with mucification, 

known as cumulus expansion, is based on the production of glycosaminoglycans, especially 

hyaluronic acid [5,6]. Expanded cumuli prevents the flow of certain meiosis inhibiting factors 

to the oocyte [7,8]. Moreover, HA itself acts as a signal molecule regulating oocyte maturation 

[9,10]. These changes result in the activation of key cell cycle kinases that are pivotal for oocyte 

maturation: M-Phase/Maturation Promoting Factor (MPF) and Mitogen-Activated Protein 

Kinase (MAPK) [11,12]. The ways in which up-stream factors  regulate MPF/MAPK-driven 

oocyte maturation are not yet fully understood. Based on our recent observations, a potent group 

of gasotransmitters, gaseous molecules with second messenger action, are evidently involved 

in the regulation of  oocyte metabolism [13,14].  

Of the three described gasotransmitters - nitric oxide, hydrogen sulfide and carbon monoxide -

, only the role of nitric oxide has been more detail studied in oocyte maturation and cumulus 

expansion [summarised in 15]. In addition to nitric oxide, endougenously released hydrogen 

sulfide is also required for the regulation of many cell functions [summarised in 16,17]. 

However, the role of hydrogen sulfide in oocyte maturation and cumulus expansion remains 

unclear. Nevertheless, the accelerational effect of sodium sulfide, an exogenous hydrogen 

sulfide donor, on MPF/MAPK activity and oocyte maturation was recently described. 

Moreover, this hydrogen sulfide donor also influences hyaluronic acid (HA) production and 

cumulus expansion [13]. This indicates that endogenous production of hydrogen sulfide may 

play a physiological role in the regulation of oocyte maturation and cumulus expansion.  
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Endogenously releasing hydrogen sulfide from amino acid L-cystein is catalysed by pyridoxal 

phosphate-dependent enzymes: Cystathionine β-Synthase (CBS), Cystathionine γ-Lyase (CTH) 

and/or 3-Mercaptopyruvate Sulfurtransferase (3-MPST) [18,19]. CBS is the only hydrogen 

sulfide-releasing enzyme to be observed in ovarian follicles [20,21]. Neither the physiological 

production of hydrogen sulfide nor the presence of CTH and 3-MPST  has been indicated in 

oocytes.  

We hypothesise that three hydrogen sulfide-releasing enzymes, CBS, CTH and 3-MPST, are 

present in mammalian oocytes and produce endogenous hydrogen sulfide, which is involved in 

the regulation of oocyte maturation and cumulus expansion. The aims of the present study 

consisted of the following: 1) to detect mRNA for CBS, CTH and 3-MPST in pig oocytes and 

cumulus cells; 2) to localise CBS, CTH and 3-MPST proteins in pig oocytes during oocyte 

maturation; 3) to demonstrate the effects of inhibitors of these hydrogen sulfide-releasing 

enzymes on pig oocyte maturation; 4) to measure  MPF and MAPK activity in oocytes; and 5) 

to evaluate cumulus expansion based on HA production.  
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Materials and Methods  

Oocyte isolation and in vitro maturation  

Porcine ovaries were obtained from 6- to 8-month-old non-cycling gilts (a crossbreed of 

Landrace x Large White), at the local slaughterhouse (Jatky Plzen a.s., Plzen, Czech Republic) 

and kept at 39 °C until arrival to the laboratory. Cumulus-oocyte complexes (COCs) were 

collected from ovarian follicles with a diameter of 2–5 mm by a 20-gauge aspirating needle. 

Only fully grown oocytes with intact cytoplasm, surrounded by compact cumuli, were selected 

for experiments.  

The COCs were matured in a modified M199 medium (Sigma-Aldrich, USA) supplemented 

with 32.5 mM sodium bicarbonate, 2.75 mM calcium L-lactate, 0.025 mg/mL gentamicin, 

6.3 mM HEPES, 13.5 IU eCG: 6.6 IU hCG/mL (P.G.600; Intervet International B.V., Boxmeer, 

Holland) and 5% (v/v) fetal bovine serum (Sigma-Aldrich, USA). The culture medium 

contained oxamic acid, DL-propargylglycine and/or α-ketoglutaric acid, specific inhibitors of 

CBS, CTH and 3-MPST, respectively, in double- or triple-combination. An effective 

concentration of the triple-combination of inhibitors (2 mM oxamic acid, 2 mM DL-

propargylglycine and 5 mM α-ketoglutaric acid dissolved in M199 medium; 3Ci) was used for 

subsequent experiments. The COCs were matured for 16–48 h in 4-well Petri dishes (Nunc, 

Fisher Scientific, USA) containing 1.0 ml of culture medium, at 39 °C in a mixture of 5.0% 

CO2 in air.  

 

Assessment of oocyte meiotic maturation  

At the end of culture, the COCs were treated with 0.1% bovine testicular hyaluronidase (Sigma-

Aldrich, USA) dissolved in M199 medium and cumulus cells were separated from oocytes by 

repeated pipetting through a narrow glass pipette. Subsequently, the oocytes were mounted on 

microscope slides with vaseline, covered with a cover glass, and fixed in ethanol-acetic acid 

(3:1, v/v) for at least 48 h. The oocytes were stained with 1.0% orcein in 50% aqueous-acetic 

acid and examined under a phase contrast microscope. Five groups of meiotic maturation stages 

were determined in accordance with the published criteria by Motlik and Fulka [22]: GV – 

germinal vesicle, LD – late diakinesis, MI - metaphase I, AITI – anaphase I to telophase I 

transition, MII – metaphase II.   
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Real time RT-qPCR analysis 

The samples for quantitative Real Time RT-qPCR analysis of CBS, CTH and 3-MPST mRNAs 

were prepared from growing oocytes, fully grown immature (GV), maturing (MI) and matured 

(MII) oocytes. Concurrently, cumulus cells were used for the same analysis.  

RNA was isolated using a NucleicAcid PrepStation 6100 (Applied Biosystems, Fisher 

Scientific, USA) in accordance with the instruction manual. Total mRNA was transcribed to 

cDNA with a High-Capacity cDNA Achieve kit (Applied Biosystems, USA) in accordance 

with manufacture instructions. cDNA was synthesised in a final volume of 100 μl. Sets of 

specific primers were synthesised in accordance with known sequences to amplify specific 

products for CBS, CTH and 3-MPST (Table 1).  

Real-time PCR was performed using a standard Taq-Man PCR kit protocol (Applied 

Biosystems, USA). Each PCR reaction was performed in triplicate in a total volume of 10 μl 

with a 500 nM gene-specific primer and 200 nM TaqMan MGB probes, 5 μl of 2x concentrated 

Fast TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosystems, USA), 1 μl cDNA, and nuclease-

free water up to volume. The 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies, USA) was 

utilised for RT-qPCR reactions and the programme used was as follows: 95 °C for 20 

sec followed by 40 cycles of 95 °C for 2 sec and 60 °C for 20 sec.  

The relative quantification of mRNA expression for each enzyme was determined with data 

from SDS software using the arithmetical formula 2-ΔΔCT, according to the comparative Ct 

method [23], representing the amount of target, normalised to the GAPDH endogenous control 

as reference [24] and related to fully grown GV oocytes and their cumulus cells.  

 

Immunocytochemistry and image analysis   

GV, MI and MII oocytes were denuded from cumulus cells, fixed and processed as early 

described Yi et al. [25]. Briefly, oocytes were incubated with rabbit polyclonal anti-CBS 

(ab96252, 1:200; Abcam, UK), rabbit polyclonal anti-CTH (sc-135203, 1:200; Santa-Cruz 

Biotechnology, USA;) or rabbit polyclonal anti-3-MPST (ab85377, 1:200; Abcam, UK) 

overnight at 4 °C. Subsequently, the oocytes were washed twice before being incubated with 

fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated goat anti-rabbit (GAR) IgG (1:200; Invitrogen, 

Fisher Scientific, USA) for 40 min at room temperature. Thereafter, the oocytes were washed 

twice and mounted into a Vectashield with 4'6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector 
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Laboratories, USA). Images were acquired using the Ti-U microscope (Nikon, Japan) with 

Clara Interline CCD camera (Andor Technology PLC, Northern Ireland) operand by NIS 

Elements Ar software (Nikon, Japan). Negative controls were performed by omitting specific 

antibodies and these slides were processed at comparable settings. Image analysis, along with 

2D deconvolution, was performed by NIS Elements and signal intensity of CBS, CTH or 3-

MPST, reduced by a basal signal intensity of appropriate negative control processed by equal 

procedures.  

 

Western blotting  

GV, MI and MII oocytes and their cumulus cells were used for western blot analysis. Samples 

were prepared and processed using the method set out by Tumova et al. [26], with slight 

modifications. In brief, after oocyte denudation, oocytes and cumulus cells were separately 

lysed in 20 µl of Laemmli buffer containing Triton-X-100 (0.003%, v/v) and SDS (0.001%, 

v/v), enriched with Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Switzerland). Samples 

were boiled and subjected to SDS-PAGE electrophoresis in 12.5% separating gels and blotted 

onto a nitrocellulose membrane (GE Healthcare Life Sciences, Amersham, UK). After 

overnight blocking in 2% non-fat milk in PBS with 0.1% Tween-20 (PBS-T), the membrane 

was incubated with rabbit polyclonal anti-CBS (ab96252, 1:500; Abcam, UK), rabbit 

polyclonal anti-CTH (sc-135203, 1:500; Santa-Cruz Biotechnology, USA;) or rabbit polyclonal 

anti-3-MPST (ab85377, 1:500; Abcam, UK) diluted in PBS-T for 60 min at room temperature. 

Subsequently, the membrane was incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated 

goat anti rabbit IgG in PBS-T (1:120,000; Invitrogen, USA) for 60 min at room temperature. 

CBS, CTH and 3-MPST recombinant proteins (H00000875-P01, H00001491-P01 and 

H00004357-P01, respectively; Abnova, Taiwan), with defined molecular weight, were used as 

a positive control for evidence of oocyte/cumulus CBS/CTH/3-MPST. Proteins were detected 

using the ECL Select Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Sciences, 

Amersham, UK) and visualised by a C-Digit Blot Scanner (LI-COR Biosciences, USA).  

 

Histone H1 and myelin basic protein double assay  

The COCs were matured for 16–36 h with or without the presence of the 3Ci. At each alloted 

time interval during the culture, COCs were denuded and 15 oocytes per sample were collected. 
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Assays were performed according to the protocol of Kubelka et al. [11], with slight 

modifications. The oocytes were washed four times in PBS-PVA, and transferred into 5 μl of 

buffer containing 40 mM 3-[n-morpholino] propanesulfonic acid pH 7.2, 20 mM para-

nitrophenyl phosphate, 40 mM β-glycerolphosphate, 10 mM EGTA, 0.2 mM EDTA, 2 mM 

dithiothreitol, 0.2 mM Na3VO4, 2 mM benzamidine, 40 μg/mL leupeptin and 40 μg/mL 

aprotinin. Samples were immediately frozen and stored at –80 °C until assays were performed. 

An assay of MPF and MAPK activity by their capacity to phosphorylate external substrates, 

histone H1 (H1) and Myelin Basic Protein (MBP), respectively, was performed. The kinase 

reaction was initiated by the addition of 5 μl of buffer consisting of 100 mM 3-[n-morpholino] 

propanesulfonic acid pH 7.2, 20 mM para-nitrophenyl phosphate, 40 mM β-glycerolphosphate, 

20 mM MgCl2, 10 mM EGTA, 0.2 mM EDTA, 5 μM cAMP-dependent protein kinase inhibitor, 

2 mM benzamidine, 40 μg/mL leupeptin, 40 μg/mL  aprotinin, 600 μM ATP, 2 mg H1/ml, 3 

mg MBP/mL) and 500 μCi/mL [γ-32P]ATP (GE Healthcare Life Sciences, Amersham, UK). 

The reaction was conducted for 30 min at 30 °C and terminated by the addition of 10 μl 

Laemmli sample buffer and boiling for 3min. After electrophoresis on 15% SDS PAGE gels, it 

was stained with Coomasie Blue R250, destained overnight, dried and autoradiographed. 

Phosphorylated histone H1 and MBP signals were visualised by MultiGauge 2.0 software (FUJI 

FILM, Japan) and related to metaphase I oocytes of the control group after 24 h cultivation, 

where we expected the peak of kinase activity [13].  

 

Spectrophotometric analysis of hydrogen sulfide production  

Hydrogen sulfide production was evaluated by spectrophotometry in accordance with Abe and 

Kimura [27] with modifications due to porcine oocytes. Briefly, immature GV oocytes and 

matured MII oocytes after 48 h cultivation were denuded and divided into control and inhibited 

groups (150 oocytes per sample), with or without the addition of 3Ci, respectively. The oocytes 

were processed to cell lysate by mechanical disruption in 500 µl cold reaction mixture 

consisting of 20 mM pyridoxal 5-phosphate and 1 mM L-cysteine in deionised water. After 

oocyte lysate preparation, 250 µl 1% zinc acetate was added and enzymatic hydrogen sulfide 

production was initiated by increasing the temperature to 39 °C. After 60 min incubation in an 

N2 atmosphere, 250 µl 50% trichloracetic acid was added to ensure the enzymes were 

deactivated. The reaction mixture was incubated for the next 60 min under the same conditions, 

thereafter, 133 µl of 20 mM N,N dimethyl-p-phenylenediamine sulphate (in 7.2 M HCl) and 

130 µl of 30 mM FeCl3 (in 1.2 M HCl). The reaction mixture was centrifuged at 10,000 rpm 
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for 1 min and spectrofotometrically measured on a 96-well microtitration plate (wavelength 

670 nm) to blank, using a Rainbow ELISA plate reader. The quadratic calibration curve was 

based on five Na2S.9H2O standards (35 – 600 µM) and used for calculating the amount of lysate 

hydrogen sulfide. The data was analysed using SoftMax 5.1 software (Molecular Devices, 

USA) and expressed relative to the control oocyte lysate without the use of 3Ci.  

 

Hyaluronic acid (HA) measurement and evaluation of cumulus expansion  

Groups of 25 COCs were cultured for 24 or 48 h in 1ml M199 medium with or without the 3Ci. 

At the end of the culture period, the COCs were washed four times in 500 µl PBS-PVA by 

gentle transferral, and the oocytes were mechanically removed by repeated pipetting during the 

last washing. To determine the HA retained in the expanded cumuli, the last washing was 

quantitatively transferred into an eppendorf tube and enzymatically digested by lyase from 

Streptomyces hyalurolyticus (2 IU/ml; Sigma-Aldrich, USA) at 39 °C overnight. Samples of 

retained HA in the COCs were stored at -20 °C until use.   

At the same time, samples were prepared to quantify the amount of HA released by the COCs 

into the surrounding media. To do so, 900 µl of used culture medium was incubated with 5 µl 

of Alcalase 2.4L (2.4 IU/g; Sigma-Aldrich, USA) at 39 °C overnight and passed through 

Ultracel-30 Microcon microfilters (Merck, USA) by centrifugation for 30 min at 14,000 rpm, 4 

°C. High molecular weight HA held on the filter membrane was digested by lyase under the 

above described conditions. Using enzymatic digestion, HA fragments were washed out from 

the filter membrane using 200 µl PBS by centrifugation for 30 min at 14,000 rpm, 4 °C, thus 

being four times more concentrated compared with the original HA concentration in M199. 

Samples were stored at -20 °C until use.   

Subsequently, the solutions were spectrophotometrically measured using Helios Gamma 

(Fisher Scientific, USA) at 216 nm against blank consisting of PBS-PVA or PBS with lyase, 

for retained HA and released HA respectively. Disposable polypropylene semi-micro cuvettes 

(7592 00, PlastiBRAND; Fisher Scientific, USA) were used. The quadratic calibration curve 

was based on five HA standards (0.006 – 0.1% sodium hyaluronate, S0780000; Sigma-Aldrich, 

USA) diluted and digested by protocol used for samples. Concentration of HA was expressed 

either as the retained or released HA and related to the control group.  
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Statistical analysis 

The general linear models (GLM) procedure in SAS software (SAS Institute, USA) was used 

to analyse data from all experiments. Significant differences among groups were determined 

using Scheffe's test. P < 0.05 was considered to be statistically significant.  
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Results 

1. Expression of hydrogen sulfide-releasing enzymes' genes in porcine oocytes 

The aim of the experiment was to demonstrate mRNA presence of hydrogen sulfide-releasing 

enzymes, CBS, CTH and 3-MPST, using real time RT-qPCR. The mRNA measurement in 

growing (90, 100 and 110 µm) and immature fully grown oocytes (GV) was performed to 

demonstrate real CBS, CTH and 3-MPST gene expression as a background for subsequent 

oocyte maturation (MI, MII) where the mRNA presence was also revealed. mRNA CBS was 

observed in growing and GV oocytes only, not in maturing (MI) and matured (MII) oocytes. 

Conversely in cumulus cells, mRNA CBS was found from 110 µm through the period of the 

oocyte growing and maturing, with a significant increase around meiosis re-initiation (Fig. 1A). 

A constant level of CTH mRNA was demonstrated in oocytes, at the same time as a fall and 

rise again in cumulus cells during growth and meiosis re-initiation, respectively (Fig. 1B). 

Looking at 3-MPST mRNA, its oocyte level was observed only in 110 µm and fully grown GV 

oocytes, while mRNA was constant in cumulus cells from 100 µm through oocyte growth and 

maturation (Fig. 1C).  

 

2. Observation of hydrogen sulfide-releasing enzymes in porcine oocytes  

An objective of this experiment was to demonstrate CBS, CTH and 3-MPST proteins using 

immunocytochemistry and western blot analysis. For these analyses, immature GV oocytes, in 

vitro maturing MI and matured MII oocytes were used. The presence of CBS, CTH and 3-

MPST was demonstrated in all oocyte stages by both immunocytochemistry and western blot 

(Fig. 2A,B). In addition, the presence of hydrogen sulfide-releasing enzymes was shown in 

surrounding cumulus cells (Fig. 2B). Presence of CBS and CSE in oocytes seems to be constant 

through oocyte maturation. On the other hand, 3-MPST shows decrease of protein amount. All 

hydrogen sulfide releasing enzymes in cumulus cells are without considerable changes (Fig. 

2B).  

 

3. Hydrogen sulfide-releasing enzymes' inhibition suppresses maturation of porcine oocytes 

throughout MPF/MAPK activity  

The aim of these experiments was to evaluate the effect of the inhibition of hydrogen sulfide 

physiological production using enzymes' specific inhibitors in various combinations. 

Subsequently, the MPF and MAPK activities during 3Ci-suppressed oocyte maturation were 

analysed by the histone H1 and myelin basic protein (MBP) double assay.  
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No effect was observed of individual inhibitors expressed by MII achievement (Fig. 3A-C and 

Supplementary tables A1-A3), including for the double-combination of these inhibitors (Fig. 

3D and Supplementary table A4). The triple-combination of hydrogen sulfide-releasing 

enzymes inhibitors significantly inhibited meiotic maturation in a dose-dependent manner (Fig. 

4A and Supplementary table A5). For subsequent experiments, the most effective triple-

combination (3Ci) of hydrogen sulfide-releasing enzymes inhibitors was used. Reversibly 

inhibited meiotic maturation and prolonged 72 h in vitro maturation showed deceleration, 

excluding a toxic effect of the used inhibitors. There were no statistically significant differences 

in oocyte maturation rate between the control oocytes and inhibited oocytes consequently 

treated with Na2S.9H2O, a hydrogen sulfide donor (Fig. 4B and Supplementary table A6), and 

no significant differences between control and 3Ci-inhibited oocytes after prolonged 72 h 

cultivation (Fig. 4C and Supplementary table A7).  

The germinal vesicle breakdown (GVBD), metaphase I achievement and metaphase II 

achievement coupled with first polar body were evaluated as markers of meiosis re-initiation, 

meiotic progress and the success of in vitro oocyte maturation under 3Ci treatment. There was 

observed significant slowdown of GVBD of 28.4 to 51.6% between 18–24 h cultivation (Fig. 

5A), and further meiotic progress expressed by metaphase I (Fig. 5B) and metaphase II 

achievement (Fig. 5C) between 18–32 h of in vitro cultivation. See for more details 

Supplementary table A8.  

The measurement of phosphorylated H1 and MBP, specific substrates of MPF and MAPK, 

respectively, show a decline in their kinase activity. The MPF activity significantly decreased 

after 24h oocyte maturation (100 vs. 63.0 ± 6.7% for control and 3Ci, respectively), with further 

decrease in activity following after 36 h of oocyte cultivation (94.5 ± 11.7 vs. 60.1 ± 4.8% for 

control and 3Ci, respectively). In addition, significant suppression of MAPK activity after 24h 

oocyte maturation occurred (100 vs. 63.8 ± 6.4% for control and 3Ci, respectively). Data 

including representative autoradiographs is summarised in Fig. 5D and 5E.  

 

4. Inhibition of hydrogen sulfide physiological production in porcine oocytes  

The aim of the experiment was to reveal the physiological action of hydrogen sulfide-releasing 

enzymes, resulting in hydrogen sulfide production, in oocyte lysate. For proof of hydrogen 

sulfide-releasing enzymes' function, a triple-combination of their specific inhibitors (3Ci) in 

oocyte lysates and colorimetric measurement of hydrogen sulfide presence were performed.  
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Hydrogen sulfide production was not suppressed by 3Ci use in immature germinal vesicle (GV) 

oocytes. On the other hand, matured metaphase II (MII) oocytes were significantly inhibited in 

hydrogen sulfide production and hydrogen sulfide production decreased by 62.1%. Data is 

shown in Fig. 6.  

5. Effect of inhibition of hydrogen sulfide production on cumulus expansion of porcine 

cumulus-oocyte complexes 

Hyaluronic acid (HA) spectrophotometric measurement was used to evaluate cumulus 

expansion. COCs were cultured for 24 and 48 h in vitro and treated by 3Ci of hydrogen sulfide-

releasing enzymes. No statistically significant differences were observed in the retained and 

released HA after 24 h in vitro oocyte maturation. A significant reduction in HA retained in 

COCs (100 vs. 66.5 ± 6.5% for control and 3Ci, respectively) was observed after 48 h of 

cultivation. On the other hand, a significant increase in released HA occurred after 48 h of 

cultivation (100 vs. 138.7 ± 16.1% for control and 3Ci, respectively). Data is shown in Fig. 7.  
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Discussion 

In this study, we described endogenous hydrogen sulfide production in mammalian oocytes and 

its physiological role during meiotic maturation. We demonstrated the presence of mRNA and 

proteins of CBS, CTH and 3-MPST, hydrogen sulfide-releasing enzymes, in porcine oocytes. 

Based on our observation, we deduce endogenous hydrogen sulfide ability in the regulation of 

oocyte meiosis and cumulus expansion. A previous study [20] describing mRNA CBS in mouse 

oocyte and cumulus cells has denoted hydrogen sulfide as a gasotransmitter involved in oocyte 

maturation. As such, endogenous production of hydrogen sulfide in oocytes is considered to be 

a potential regulator of events in oocyte and surrounding cumulus cells, but this role has been 

only indicated [20,21]. However, our study is the first one to demonstrate the presence and role 

of CTH and 3-MPST in mammalian oocytes and cumulus expansion. In addition to observing 

all the hydrogen sulfide-releasing enzymes in porcine oocytes and cumulus cells, we are the 

first to demonstrate endogenous hydrogen sulfide production in oocytes and its necessity for in 

vitro oocyte maturation. 

The mRNAs and proteins of hydrogen sulfide-releasing enzymes detected in our experiments, 

suggest a specific role for these enzymes during oocyte growth and maturation. While mRNA 

CTH was present at an almost constant level for the whole of the growth and maturation phases, 

mRNA CBS presence in the oocyte is limited to the growing phase, mRNA in cumulus cells 

does not change during growth and increases during oocyte maturation. mRNA 3-MPST 

appears briefly in the oocyte shortly before meiosis re-initiation, suggesting 3-MPST is required 

for meiotic competence. Regardless of mRNA CBS and 3-MPST absence, both proteins are 

present in the oocyte during in vitro meiotic maturation. In addition to CBS and CTH, we 

detected the presence of 3-MPST in oocytes.  

Although separate usage of hydrogen sulfide-releasing enzymes' inhibitors and their double-

combinations did not have a significant effect on oocyte maturation, the effective triple-

combination (3Ci) of all inhibitors suppressed meiotic maturation and affected cumulus 

expansion. We can assume that individual enzymes are capable of substituting for each other, 

and as such only the concurrent inhibition of all of them has a significant impact. A similar 

substitution of hydrogen sulfide-releasing enzymes is also presumed in somatic cells [28]. The 

observation of 3Ci-suppressed GVBD and oocyte maturation is in agreement with our previous 

study describing maturation acceleration using Na2S, an exogenous hydrogen sulfide donor 

[13].  
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Regarding the specific action of inhibitors, the Na2S reverse effect on 3Ci-suppressed oocyte 

maturation was tested. Moreover, the effect of inhibitors on physiological hydrogen sulfide 

production was proven by the significant fall in hydrogen sulfide content in the 3Ci-treated 

oocyte lysate. Interestingly, a 3Ci effect was detected in matured MII, but not GV oocytes. We 

can speculate that immature no-cultured GV oocytes have a sufficient amount of hydrogen 

sulfide itself and enzymatic production is not necessary to keep its level up. Early maturing 

oocytes are able to utilise this hydrogen sulfide stock, and thus, the matured oocyte fully 

depends on the action of hydrogen sulfide-releasing enzymes in a re-synthesised sufficient 

amount. Positive feedback loop due to activity stimulation of CBS and CSE through S-

Sulfhydration, hydrogen sulfide-mediated post-translational protein modification (Mustafa et 

al. 2009, ref. 29,30), is possible way of promt hydrogen sulfide releasing in early stage of oocyte 

maturation. Until this, hydrogen sulfide-releasing enzymes in immature oocyte can be present 

in sufficient amount but with low physiological action. This assumption is in the accordance 

with our observed 3Ci-suppressed GVBD during 18 – 32 h of in vitro cultivation as well as 

deceleration of following meiotic stages, where the presence of active hydrogen sulfide-

releasing enzymes is already necessary and their inhibition is effective.   

We discovered that meiotic maturation of 3Ci-treated oocytes is not irreversibly inhibited but 

only suppressed. This is suggested by a further 24 h in vitro cultivation following 48 h 

maturation. This meiotic suppression was caused by slower MPF and MAPK activation at the 

beginning of oocyte cultivation. If the activation peaks of MPF and MAPK were damped, one 

can also note that they were not delayed, as might have been expected by observing the delay 

in meiotic progression. Conversely, we have described an accelerating effect of the hydrogen 

sulfide donor on MPF and MAPK activites [13].  

The molecular mechanism of hydrogen sulfide's effect on MPF and MAPK regulation remains 

unknown, however, S-Sulfhydration changing the activity of various proteins [29,30] is 

possible explanation. Of these, ion channels, involved in the regulation of mammalian oocyte 

maturation [summarised in 31], are post-translationally modified by hydrogen sulfide, as well 

as various enzymes with catalytic ability [29,32,33]. Therefore, we can assume regulation of 

MPF and MAPK activities and/or their up-stream kinases or phosphatases. S-Sulfhydration and 

activation of MEK1, a direct MAPK regulator, is known to occur in somatic cells [34] and it 

may be presumed in oocytes too. Another possible explanation is cAMP/PKA [35] and 

PI3K/Akt [36] regulation by hydrogen sulfide, signal pathways essential for oocyte maturation 

[37,38]. Phosphatases activities can also be targeted by hydrogene sulfide [39,40].  
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Above mentioned targets, S-Sulfhydration is possible way how to modulate production of other 

gasotransmitters, i.e. nitric oxide and carbon monoxide. S-Sulfhydration of endothelial nitric 

oxide synthase and increasing of its activity has been descibed (Altaany et al. 2014). In addition 

to S-Sulfhydration, hydrogen sulfide acts via interactions with other gasotransmiters in somatic 

cells (Heine et al. 2015, Yuan et al. 2015). Altough gasotransmiters' cross-talk are not 

understood in oocytes, we can assume nitric oxide down-regulation and therefore indirect 

hydrogen sulfide influence on oocyte maturation key signal pathways, such as already 

mentioned cAMP/PKA or cGMP/PKG, known target of nitric oxide (Petr et al. 2006, Zhang et 

al. 2007).  

Above in vitro oocyte maturation, the role of gasotransmitters in hypothalamic-pituitary-

gonadal axis regulation in vivo has been described (Lamar et al. 1996, Mancuso et al. 2010, 

Prevot et al. 1999) and hydrogen sulfide-directed functions of pituitary cells are known 

(Sidtikova et al. 2010). Therefore, overall effects of hydrogen sulfide resulting to regulation of 

gonadotropin releasing hormone secretion and/or modulation of gonadal activity in hormone 

secretion are expectable. Obviously, observed hydrogen sulfide effect on in vitro maturing 

oocytes is only part of wide hydrogen sulfide abilities including gasotransmitter interactions.   

Our observation of mRNA and proteins of CBS, CTH and 3-MPST in cumulus cells indicates 

that hydrogen sulfide has a regulating effect in cumuli of cumulus-oocyte complexes. This 

presumption has been improved by the inhibition of hydrogen sulfide production and its effect 

on cumulus expansion. In our previous study [13], we have demonstrated the inhibitory effect 

of an exogenous hydrogen sulfide donor on HA production in the extracellular matrix of 

expanded cumuli. In this study, the inhibition of hydrogen sulfide-releasing enzymes does not 

influence HA production after 24 h in vitro cultivation of COCs. After 48 h cultivation, 

decreasing HA retention in COCs and a boost in HA being released into the culture medium 

occurred. The suppression in HA production can be associated with observed oocyte maturation 

failure. In addition to mentioned impact of cumulus expansion for oocyte maturation, the 

protective effect of HA on cell viability [41] and its lack could be responsible for a decrease in 

oocyte quality through pro-apoptotic signal pathways present in oocytes [42]. This study gives 

the first description of all the hydrogen sulfide-releasing enzymes in mammalian oocytes and 

confirmation of their physiological action consisting of hydrogen sulfide release. The 

requirement of hydrogen sulfide in MPF and MAPK-induced oocyte maturation at particular 

times has been observed. Moreover, HA production by expanded cumuli seems to be regulated 

by endogenously produced hydrogen sulfide. However, further experiments testing the exact 
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mechanism of hydrogen sulfide action are required to fully understand gasotransmitter signal 

pathways in mammalian oocytes.  
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Figures 

 

Fig. 1. Amount of mRNA hydrogen sulfide-releasing enzymes in oocytes. A,B,C: The mRNA of CBS, CTH and 3-MPST, 

respectively, were analysed by real time RT-qPCR in oocytes and their cumulus cells during oocyte growth (with 90 µm, 100 

µm and 110 µm diameter), immature GV, maturing MI and matured MII oocytes. The relative mRNA levels were normalised 

to GAPDH and related to GV oocytes and their cumulus cells by 2-ΔΔCT formula. Each stage includes 50 oocytes and their 

cumulus cells in six independent experiments. The bars show the means ± SEMs of relative mRNA amount. Bars with different 

letters and numbers are significantly different for oocytes and their cumulus cells, respectively (P < 0.05). 
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Fig. 2. Representative pictures of oocyte CBS, CTH and 3-MPST. The enzymes were immunocytochemically localised in 

immature GV, maturing MI and matured MII oocytes. B: The verification of enzyme presence by western blot analysis in 

oocytes and their cumulus cells. The immunocytochemical observation each enzyme was performed on 15 oocytes for each 

meiotic stage. Samples of 100 oocytes and their cumulus cells of each meiotic stage were used for western blot analysis. Scale 

bar = 50 µm.  
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Fig. 3. Effect of suppression of hydrogen sulfide-releasing enzymes and their double-combinations' usage during oocyte 

maturation. A,B,C: Proportion of matured oocytes and first polar body extrusion in control and inhibited groups of oocytes 

matured in vitro for 48 h with oxamic acid, DL-propargylglycine or α-ketoglutaric acid, an inhibitor of CBS, CTH and 3-

MPST, respectively. D: Proportion of matured oocytes and first polar body extrusion after treatment by double-combination of 

inhibitors during 48 h in vitro maturation. Double-combination: oxam-pag - 2 mM oxamic acid and 2 mM DL-

propargylglycine; oxam-keto - 2 mM oxamic acid and 5 mM α-ketoglutaric acid; pag-keto - 2 mM DL-propargylglycine and 5 

mM α-ketoglutaric acid. Each experimental group includes 120 oocytes in three independent experiments. Bars show the means 

of percentage ratio ± SEMs. Bars with different letters are significantly different (P < 0.05). 
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Fig. 4. Effect of restriction of hydrogen sulfide production on oocyte maturation. À: Proportion of matured oocytes and 

first polar body extrusion after treatment by triple-combination of inhibitors during 48 h in vitro maturation. Triple-

combination: 1 - 0.25 mM oxamic acid, 0.25 mM DL-propargylglycine and 0.5 mM α-ketoglutaric acid; 2 - 0.5 mM oxamic 

acid, 0.5 mM DL-propargylglycine and 1 mM α-ketoglutaric acid; 3 - 1 mM oxamic acid, 1 mM DL-propargylglycine and 2.5 

mM α-ketoglutaric acid; 4 - 2 mM oxamic acid, 2 mM DL-propargylglycine and 5 mM α-ketoglutaric acid (3Ci; considered as 

effective concentration in subsequent experiments). B: Reverse effect of hydrogen sulfide donor (300 µM Na2S.9H2O) on 3Ci-

suppressed oocyte maturation (3Ci+Na2S). C: Proportion of matured oocytes after prolonged 72 h cultivation under 3Ci 

treatment. Each experimental (A,B,C) group includes 120 in three independent experiments. Bars show the means of percentage 

ratio ± SEMs. Bars with different letters are significantly different (P < 0.05).  
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Fig. 5. Inhibition of hydrogen sulfide production by 3Ci and its effect on GVBD and the progress of meiotic maturation. 

A,B,C: Proportion of GVBD, MI achievement and meiosis I to II transition, respectively, during 32 h oocyte maturation were 

elucidated. Each experimental group includes 120 oocytes in all of the time points in three independent experiments. Points 

show the means of percentage ratio ± SEMs. Points with asterisk show significant difference between control and 3Ci groups 

(P < 0.05). D,E: Inhibition of hydrogen sulfide production by 3Ci and its effect on MPF and MAPK activities oocyte maturation. 

Signal quantifications and representative autoradiographs of phosphorylated histone H1 and MBP reflecting MPF and MAPK 

activity, respectively, during 32 h oocyte maturation. Each sample includes 15 oocytes in six independent experiments. Points 

show the means of signal intensity related to a control matured 24 h ± SEMs. Points with asterisk show significant difference 

between control and 3Ci groups (P < 0.05). 
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Fig. 6. Real hydrogen sulfide production in GV and matured MII oocytes verified with 3Ci treatment. The hydrogen 

sulfide production in 3Ci-treated oocytes was related to GV and MII oocytes of control untreated groups following the 

calculation by standard curve. Each experimental group includes 150 oocytes in three independent experiments. Bars show the 

means of relative amount of hydrogen sulfide ± SEMs. Bar with asterisk indicates significant difference between control and 

3Ci groups for each maturation stage (P < 0.05). 
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Fig. 7. Effect of 3Ci-inhibited production of hydrogen sulfide on HA synthesis during cumulus expansion. A,B: HA 

retained in COCs and HA released into the culture medium were measured after 24 and 48 h of cultivation, respectively, as 

markers of cumulus expansion. The HA retained and HA released in 3Ci-treated COCs was related to MI and MII oocytes of 

control untreated groups following the calculation by standard curve. Each sample includes 25 oocytes in six independent 

experiments. Bars show the means of relative amount of HA ± SEMs. Bar with asterisk indicates significant difference between 

control control and 3Ci (P < 0.05). 
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Table 1 Specific primers for mRNA of hydrogen sulfide enzymes detection 

 

Table A1. Effect of oxamic acid, a specific inhibitor of CBS, on oocyte maturation after 48 h cultivation. 

 

Table A2. Effect of DL-propargylglycine, a specific inhibitor of CTH, on oocyte maturation after 48 h cultivation. 

 

MI: metaphase I oocytes; AI/TI: anaphase I to telophase 12 I transition oocytes; MII: 

metaphase II oocytes. Statistically significant differences among experimental groups in the 

same nuclear stage (in column) are indicated by different letters (P<0.05). 
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Table A3. Effect of α-ketoglutaric acid, a specific inhibitor of 3-MPST, on oocyte maturation after 48 h cultivation. 

 

Table A4. Effect of two-combinations of H2S releasing enzymes' inhibitors on oocyte maturation after 48 h cultivation. 
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Table A5. Effect of three-combination of H2S releasing enzymes' inhibitors in various concentration on oocyte maturation 

after 48 h cultivation. 

 

MI: metaphase I oocytes; AI/TI: anaphase I to telophase I transition oocytes; MII: metaphase 

II oocytes. Three-combinations: 1 - 0.25 mM oxamic acid, 37 0.25 mM DL-propargylglycine 

and 0.5 mM α-ketoglutaric acid; 2 - 0.5 mM oxamic acid, 0.5 mM DL-propargylglycine and 1 

mM α-ketoglutaric acid; 3 - 1 mM oxamic acid, 1 mM DL-propargylglycine and 2.5 mM α-

ketoglutaric acid; 4 - 2 mM 2 mM oxamic acid, DL-propargylglycine and 5 mM α-ketoglutaric 

acid. Statistically significant differences among experimental groups in the same nuclear stage 

(in column) are indicated by different letters (P<0.05). 

 
Table A6. Reverse effect of Na2S, a hydrogen sulfide donor, on oocyte maturation suppressed by effective three-combination 

(3Ci) of H2S releasing enzymes' inhibitors after 48 h cultivation. 
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Table A7. Effect of 72 h prolonged cultivation on oocyte maturation supressed by effective three-combination (3Ci) of H2S  

releasing enzymes'. 

 
Table A8. Effect of effective three-combination (3Ci) of H2S releasing enzymes' inhibitors on oocyte maturation course. 
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1. Effets du NO et du H2S sur la méiose de l’ovocyte de xénope 

1.1 Effets d’un donneur de NO sur les ovocytes de xénope. 

Nous nous sommes intéressés plus précisément aux effets d’un donneur de NO, le SNAP, sur 

les étapes précoces de la méiose (entre les blocages en prophase I et en métaphase II), de 

l’ovocyte de xénope. L’ensemble de cette étude visé l’exploration des mécanismes impliquant 

le NO dans la méiose des vertébrés, chez le xénope. Dans un premier il a pu être observé que 

le SNAP utilisé à différentes concentrations (500µM, 1 mM et 2,5 mM) entrainé un retard 

dépendant de la dose voir, à faire concentration, une inhibition de la reprise de méiose des 

ovocytes de xénope. À l’issu des expérimentations menées, deux résultats majeurs peuvent être 

mis en avant : le SNAP perturbe la mise en place de la tâche de maturation en entrainant une 

baisse du pH du milieu et influe sur la mise en place du fuseau méiotique par la production de 

NO (Figure 51). 

Figure 51 : Récapitulatifs des effets du SNAP sur la reprise de méiose des ovocytes de xénope. Le SNAP entraine une 

libération de NO ainsi qu’une baisse de pH dans le milieu de culture des ovocytes. La baisse de pH serait responsable de 

l’inhibition de la reprise de méiose induite par la progestérone. Le NO serait capable d’entrainer une mauvaise mise en place 

du fuseau, en influençant les protéines du cytosquelette, mais aussi les MAPKs.  

L’utilisation de NaOH, pour restaurer le pH initial du milieu, n’influence pas la morphogenèse 

du fuseau, mais permet l’apparition des tâches de maturation. En revanche, l’utilisation de NAP, 

équivalent biochimique du SNAP ne libérant pas de NO, permet la mise en place des fuseaux 

sans influencer l’absence d’apparition de tâche de maturation. 

De plus, l’utilisation de SNAP sur les ovocytes de xénope altère les voies biochimiques 

impliquées dans la reprise de méiose induite par la progestérone comme les voies MAPK et 

l’activation du MPF. Cependant la majorité des ovocytes présentent un profil d’ovocyte ayant 

effectué une reprise de méiose. 
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1.2. Effets du donneur de H2S sur les ovocytes de xénope. 

Le NaHS, un donneur de H2S, a été utilisé à différentes concentrations (100 µM, 500 µM, 1 

mM et 5 mM) sur les ovocytes de xénope afin de déterminer ses effets sur la reprise de méiose. 

Nous avons mis en évidence un effet inhibiteur du NaHS sur la reprise de méiose induite par la 

progestérone ou par la micro-injection de cytoplasme d’ovocytes  matures. Nous avons pu 

démontrer que cette inhibition cible notamment la synthèse protéique et la boucle d’auto-

amplification du MPF (Figure 52). En effet, lorsqu’un ARNm Myt-Myc est micro-injecté dans 

l’ovocyte, celui-ci est capable de le prendre en charge afin de produire la protéine 

correspondante. La traduction est inhibée en présence de NaHS, de façon dépendante de la dose, 

comme le montre la baisse de la quantité de protéine produite observée en en western blot.  

Figure 52 : Récapitulatif des effets du H2S sur la reprise de méiose des ovocytes de xénope. Le H2S entraine une inhibition 

de la reprise de méiose en inhibant la synthèse protéique et la phosphatase Cdc25c.  

Puisque la maturation induite par la micro-injection de cytoplasme d’ovocyte mature est inhibée 

par les fortes concentrations de NaHS, nous avons pu conclure que le H2S altérait les 

mécanismes de la boucle d’auto-amplification de MPF. Celle-ci comprend deux composants 

majeurs : le MPF et la phosphatase Cdc25c. Nous avons démontré que le H2S n’entrainait pas 

de dissociation du complexe MPF, ni une inactivation de l’activité kinase du MPF. Les effets 
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du H2S ne sont en revanche pas liés à l’activité PKA. La micro-injection de H-89, un inhibiteur 

de l’activité PKA, dans l’ovocyte n’entraine aucune réversion des effets du NaHS sur la reprise 

de méiose. Enfin nous avons démontré que les effets du NaHS sur la reprise de méiose étaient 

en partie ROS dépendant en utilisant la SOD et la Catalase, deux enzymes anti-oxydantes. De 

même, le NaHS ne perturbe ni l’activité, ni la mise en place de la cascade des MAPK.  

2. Effet de l’hydrogène sulfuré sur la reprise de méiose et l’expansion du cumulus des ovocytes 

de porc 

2.1. Effets du Na2S, un donneur de H2S, sur la reprise de méiose des ovocytes de porc et 

l’expansion du cumulus 

L’étude menée par nos collaborateurs de l’université de la vie et des sciences de Prague a 

démontré que l’utilisation d’un donneur de H2S à des concentrations allant de 150 µM à 300 

µM entrainait une augmentation du nombre d’ovocytes de porc présentant une GVBD et une 

accélération de la transition métaphase I à métaphase II et cela de façon dépendante de la dose. 

À l’inverse le Na2S entraine une diminution de l’expansion du cumulus et de la quantité de HA 

produit. Cet effet est dépendant de l’ovocyte et non uniquement des cellules du cumulus. Le 

Na2S utilisé à une concentration de 300 µM accélère l’activation de la voie MAPK et MPF 

entrainant une différence significative avec la condition contrôle à 20h et 22h de maturation 

respectivement.   

2.2 Effets des inhibiteurs du métabolisme du H2S sur la reprise de méiose et l’expansion 

du cumulus  

Les ARNms des enzymes du métabolisme du H2S, CBS, CSE et 3-MPST, sont détectables à 

des niveaux variables au cours cours de la maturation ovocytaires de l’ovocyte de xénope. Leur 

inhibition conjointe entraine un retard de maturation des ovocytes de xénope ainsi qu’une 

diminution du nombre d’ovocytes présentant une GVBD. Une libération de HA dans le milieu 

est aussi observable en présence de ces inhibiteurs. 

 

3. Effets du H2S sur la fécondation et le développement précoce. 

Les effets du H2S sur la fécondation et le développement précoce des ovocytes de porc et de 

xénope sont à nouveau contradictoires. Sur l’ovocyte de porc il a pu être observé une 

augmentation du taux de fécondation des ovocytes contre une diminution indépendante de la 

dose dans le cas des ovocytes de xénope. De même, alors que le NaHS entraine des retards dans 

le développement précoce des ovocytes de xénope, aucun effet du Na2S n’est observé sur les 

ovocytes de porc.  
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1. Altération du développement embryonnaire 

1.1. Effets des gazotransmetteurs sur le développement embryonnaire 

1.1.1. Fécondation et activation parthénogénétique 

Il était déjà connu que le monoxyde d’azote est capable d’entrainer une activation 

parthénogénétique des ovocytes de différents modèles animaux (Petr et al., 2006, 2000; 

Jablonka-Shariff and Olson, 1998). L'activation de ces ovocytes de porc par le SNAP est 

dépendante du GMPc et de la PKG (Petr et al., 2005). Il était légitime d’étudier les effets d’un 

autre gazotransmetteur, l’hydrogène sulfuré, sur le maintien des ovocytes de xénope en MII. 

Des études préliminaires, effectuées par un stagiaire en master 1 (Eudes Brian) du laboratoire, 

ont suggéré que le NaHS serait capable d’entrainer une activation des ovocytes de xénope. Pour 

cela des ovocytes matures ont été mis en contact d’un ionophore calcique. Le NaHS à forte 

concentration (5 mM) permet d’accélérer et d’augmenter le pourcentage d’ovocytes activés. 

Cependant le NaHS seul ne semble pas être capable d’entrainer une activation des ovocytes de 

xénope. Étudier plus précisément les mécanismes derrière cette augmentation du nombre 

d’ovocytes activés semblerait constituer un sujet d’étude intéressant (analyses cytologiques, 

exocytose des granules corticaux, analyses des voies de signalisation : dégradation de la cycline 

B, inactivation de la voie MAPK). 

Nous avons démontré qu’il existait une diminution du taux de fécondation des ovocytes de 

xénope en présence de NaHS à différentes concentrations sans effet dose. Cependant lors de 

ces expériences les deux gamètes ont été mis en contact avec le NaHS ne permettant pas de 

déterminer le ou les gamète(s) sensible(s). Il paraitrait donc intéressant de réaliser de nouvelles 

fécondations en exposant un seul gamète (mâle ou femelle) au NaHS.  

1.1.2. Organogenèse 

Une seule expérience a permis l’obtention et l’étude des phénotypes de têtard de 6 jours dans 

la condition 100µM de NaHS par une coloration au bleu alcian. Les conditions 500µM et 1mM 

de NaHS ne permettent pas d’obtenir des têtards à ce stade, ceux-ci ne dépassant jamais le stade 

de l’embryogenèse et entrant en apoptose. Les têtards (100µM) sont plus grands que les têtards 

contrôles, et présentent un défaut de formation de la tête et des yeux. Ne s’agissant que 

d’expériences préliminaires sans effectif suffisant, il est impossible de conclure que ces 

phénotypes sont spécifiques de l’utilisation du NaHS. Cependant, les diverses anomalies mises 

en évidence et le blocage précoce à forte dose de NaHS sont des résultats prometteurs car ils 

soulignent un probable effet du NaHS sur le développement embryonnaire du xénope. Il sera 

indispensable dans un premier temps de multiplier les expériences afin de confirmer ces 

résultats puis dans un second temps de rechercher les protéines et les mécanismes affectés par 

le H2S lors du développement 

1.2. Effets ROS dépendants des gazotransmetteurs 

Il est à noter que les ROS, produites par le H2S, peuvent être à l’origine de nombreuses 

pathologies liées à la grossesse et à la fertilité (Pereira and Martel, 2014; Agarwal et al., 2003). 

In vitro, les ROS sont responsables d’une baisse des taux de fécondation des gamètes femelles. 

Les ROS influent sur la régulation du Ca2+ ce qui perturbe le développement de l’embryon après 

la fécondation des ovocytes âgés et peut entrainer la mort (Takahashi et al., 2013). De 

nombreuses études ont démontré un retard de développement des embryons préimplantés 

provenant d’une culture in vitro par rapport aux embryons in vivo. Cela pourrait s’expliquer par 

la plus faible concentration en oxygène de l’oviducte (2-8%) par rapport aux conditions de 

culture in vitro (approximativement 20%). Cet effet toxique de la concentration d’oxygène a 
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été rapporté chez la souris (Auerbach and Brinster, 1968), le rat (Kishi et al., 1991), le porc 

(Wright, 1977), le mouton (Thompson et al., 1990), la chèvre (Batt et al., 1991) et l’humain 

(Noda et al., 1994). Cette inhibition du développement embryonnaire en condition de forte 

oxygénation est due au stress oxydatif puisque l’addition de chélateurs des radicaux libres (Goto 

et al., 1993; Noda et al., 1991) et d’agents réducteurs (Takahashi et al., 2002) dans les milieux 

de culture permet d’entrainer un développement au-delà du stade blastocyste.  

Puisque les ROS peuvent être à l’origine d’un retard de développement ou entrainer l’apoptose 

des embryons, l’implication des ROS produites par le H2S pourrait être à l’origine des effets 

observés sur le développement embryonnaire. Des conditions inhibant la production de ROS 

(via l'ajout de SOD et de Catalase) seront des contrôles nécessaires pour discriminer les effets 

des gazotransmetteurs. 

 

2. Comparaisons des différents modèles 

2.1. Maturation ovocytaire 

Durant cette thèse, les effets du H2S sur la reprise de méiose des ovocytes de xénope ont été 

étudiés en parallèle de travaux réalisés sur les ovocytes de porc par nos collaborateurs 

Tchèques. Il a été démontré que l’utilisation de donneurs de H2S entrainait des effets opposés 

sur ces deux espèces.  

Lors de l’étude portant sur l’ovocyte de xénope l’utilisation du NaHS a entrainé une inhibition 

dépendante de la dose de la reprise de méiose que celle-ci soit induite par la progestérone ou la 

micro-injection de cytoplasmes d’ovocytes matures en ovocytes immatures. Les ovocytes 

traités au NaHS et ne présentant pas de tache de maturation n’ont pas effectués de GVBD et se 

caractérisent par un profil biochimique d’ovocytes bloqués en prophase I : c’est à dire pas de 

phosphorylation des protéines Erk et Rsk (MAPK inactive) phosphorylation en Tyr15 de Cdc2 

et histone H3 non phosphorylée (MPF inactif).  L’activité kinasique du MPF et des MAPKs 

d’extraits protéiques d’ovocytes matures est diminuée en présence de NaHS à différentes 

concentrations, mais cette diminution n’est pas significative. À l’inverse, les expériences 

menées sur les ovocytes de porc ont démontré une accélération de la reprise de méiose en 

présence de Na2S. Dans ces ovocytes il existe une augmentation de l’activité kinasique du MPF 

et des MAPK. 

De la même manière l’inhibition des enzymes du métabolisme du H2S par l’utilisation conjointe 

de l’AOAA, PAG et KGA entrainent une accélération de la reprise de méiose des ovocytes de 

xénope et, à l’inverse, entraine une inhibition dépendante de la dose de la reprise de méiose des 

ovocytes de porc.  

2.2. Fécondation  

Les donneurs de H2S entrainent des effets opposés sur la fécondation. Dans le cas du xénope, 

l’utilisation de NaHS à différentes concentrations lors de la fécondation induit une baisse 

significative à 500 µM du taux de fécondation. À forte concentration, 1 mM, on observe un 

retard dans le passage des stades du développement précoce. Sur les embryons de porc, une 

concentration de 300 µM de Na2S augmente de façon significative le pourcentage d’ovocytes 

activés, mais n’influence pas les stades précoces du développement.  

Il existe donc un effet opposé des donneurs de H2S sur la reprise de méiose, la fécondation et 

le développement des ovocytes de porc et de xénope. Ces différences pourraient s’expliquer par 
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l’utilisation de donneurs de H2S différents. Comme démontré précédemment le NaHS est un 

donneur de H2S plus fort que le Na2S. À concentration égale, le NaHS libère jusqu’à deux fois 

plus de H2S que le Na2S. On sait d’ores et déjà que les effets du monoxyde d’azote sur la reprise 

de méiose sont dépendants de la dose. À forte dose celui-ci entraine une inhibition de la reprise 

de méiose et une baisse de la concentration interne en monoxyde d’azote de l’ovocyte est 

nécessaire à la reprise de méiose. Comme détaillé précédemment,  les fortes concentrations de 

NO sont à l’origine du maintien des niveaux de cGMP et cAMP à l’origine du blocage en 

prophase I de l’ovocyte. Lors de la stimulation hormonale, les concentrations de NO dans le 

follicule ovarien chutent entrainant une baisse de  l'activité GUCY1. On observe alors une 

diminution des niveaux de cGMP à l’origine de l'activation séquentielle de RAF1, MAP2K1, 

et MAPK. (Rosselli et al. 1998; Sela-Abramovich et al. 2008; Zamberlam et al. 2014). Au final 

ces évènements permettent l’inhibition de la PKA ce qui permet la reprise de la méiose. De 

plus, la réduction des concentrations de GMPc peut aussi conduire à la suppression de son effet 

inhibiteur sur PDE3A, augmentant l'efficacité de la dégradation de l'AMPc (Nakamura et al. 

2002; Bu et al. 2004; Zhang et al. 2009) et donc la baisse d’activité PKA.  Un effet similaire 

pourrait être impliqué dans les effets du H2S sur la reprise de méiose. Les fortes concentrations 

de H2S engendrées par le NaHS seraient la cause de l’inhibition de la reprise de méiose observée 

dans l’ovocyte de xénope alors que le seuil nécessaire à l’inhibition n’est pas atteint dans le 

cadre de l’utilisation du Na2S dans les études portant sur les ovocytes de porc. 

 

L’effet du H2S sur la maturation des ovocytes de porc semble passer par une augmentation de 

l’activation des membres de la voie MAPK. En présence de Na2S, les activités kinases de 

MAPK et du MPF sont significativement augmentées après 20h et 22h de cinétique 

respectivement. En début et en fin de maturation les activités kinasiques ne sont pas modifiées 

entre les ovocytes contrôles et les ovocytes traités. L’absence d’effet du NaHS à différentes 

concentrations sur l’activité des MAPK et du MPF pourrait donc s’expliquer par le fait que la 

mesure d’activité a été effectuée en fin de cinétique, lorsque les ovocytes avaient complété leur 

maturation. Il serait donc intéressant d’effectuer un dosage d’activité kinasique à différents 

moments de la maturation.  

Les différences observées peuvent aussi s’expliquer par la différence de modèle. Le porc est un 

mammifère alors que le xénope est un amphibien. Il existe des différences entre les ovocytes 

de ces deux espèces. La fécondation de l’ovocyte de xénope est externe. De même, les ovocytes 

de xénope ne présentent pas de cellules du cumulus. Bien qu’il ait été prouvé que les cellules 

du cumulus ne retenaient pas l’hydrogène sulfuré produit par le Na2S (article 3) et que les effets 

observés sur les ovocytes de porc étaient bien dus au gazotransmetteur, il se peut qu’une partie 

de l’H2S produit soit  « neutralisée » par les cellules du cumulus. Au contraire, les ovocytes de 

xénope étant défolliculés, la majorité du H2S produit par le NaHS ciblent directement les 

ovocytes.  

 

Sur les cellules MCF-7, bien que nous n’ayons pas observé d’arrêt marqué dans le cycle 

cellulaire, nous avons commencé, dans des mises au point préliminaires à étudier les effets du 

NaHS sur la S-Sulfhydration de Cdc25c. Il sera intéressant de rapprocher les résultats obtenus 

sur cellules du cumulus de porc, des résultats qui seront obtenus sur ces cellules MCF-7. En 

effet, les cellules du cumulus sont, contrairement aux ovocytes, elles aussi des cellules 

somatiques.  
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3. Cibles potentielles  

3.1. Le NO et les protéines du cytosquelette 

L’utilisation du SNAP sur les ovocytes de xénope a permis de mettre en évidence que le NO 

entrainait une mauvaise mise en place des fuseaux. Ces fuseaux, ectopiques et atypiques, 

présentent une altération de la morphogenèse des microtubules ainsi que des chromosomes non 

alignés sur la plaque métaphasique. L’ensemble de ses caractéristiques suggère qu’il existerait 

un effet du NO sur les protéines du cytosquelette dans notre modèle, confirmant des précédents 

travaux. On peut notamment citer les travaux ayant démontré que lorsque des neurones de 

vertébrés sont cultivés en présence de SNAP, on observe un effondrement du cône de croissance 

et une rétractation de l’axone ainsi que la  reconfiguration des neurones axonaux. Une voie de 

transduction des signaux S-Nitrosylation dépendante est impliquée dans la régulation du 

cytosquelette axonal. MAP1B a été défini comme étant une composante majeure de cette voie. 

En effet, MP1B est un substrat pour la S- Nitrosylation in vivo et dans des cellules en culture. 

Cette S-Nitrosylation se produit sur la Cys2457 en position C-terminale. Cette Nitrosylation de 

MAP1B conduit à un renforcement de l'interaction avec les microtubules (Stroissnigg et al., 

2007).  

Une autre équipe s’est intéressée à l’apoptose induite par les donneurs de NO (SNOC et SNAP) 

sur les cellules granulaires du cervelet. Elle démontre que l’apoptose dépend de l’activation des 

récepteurs NMDA, récepteurs ionotropes activés dans des conditions physiologiques par le 

glutamate et la glycine, entrainant une augmentation de Ca2+ cytosplamique. Mais elle 

démontre aussi des altérations du cytosquelette expliquées par une dissolution anticipée de 

filaments d'actine suivie de la dégradation des microtubules et des lamines nucléaires. Tous ces 

évènements précédant l'apparition de caractéristiques apoptotiques typiques (Bonfoco et al., 

1996). Aucune recherche des S-Nitrosylations des protéines du cytosquelette n’a été effectuée 

dans cette étude cependant une « brief communication » de Jaffrey et al. parue en 2001 dans 

Nature Cell biology tente d’expliquer l’altération du cytosquelette via la S-Nitrosylation de 

l’actine et de la tubuline dans des lysats de cerveau. D’autres études ont démontré plus tard la 

présence de S-Nitrosylation de protéines du cytosquelettes comme l’actine (Gao et al., 2005; 

Martínez-Ruiz and Lamas, 2004) et la tubuline (Lefièvre et al., 2007; Gao et al., 2005).  

Les effets du NO sur le cytosquelette ne se limitent pas au cerveau : les globules rouges (RBC) 

possèdent une NOS (NOS - RBC) dont l'activation dépend de la  PI3- kinase. Le NO produit 

présente des fonctions biologiques importantes comme le maintien de la déformabilité (capacité 

qu’ont les globules rouges à pouvoir se déformer sous l’effet d’un stress sans se rompre). Grâce 

à l’utilisation de donneur de NO, le SNP, il a été prouvé que le NO produit par le NO synthase 

des RBC modifie la déformabilité par  la S- Nitrosylation directe de protéines du cytosquelette, 

comme par exemple les α- et β – spectrins (Grau et al., 2013). 

Grâce à l’utilisation d’un biotin-switch permettant l’étude des protéines S-Nitrosylées, il serait 

possible de cribler la S-Nitrosylation des protéines du cytosquelette impliquées dans la 

migration de la vésicule germinative et la morphogenèse du fuseau de l’ovocyte de xénope. 
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3.2. Les MAPKs, une autre cible potentielle du NO. 

Les MAPKs interviennent dans la mise en place du fuseau chez les amphibiens. Chez le xénope, 

l’inhibition de la voie MAPK entraine la formation de fuseaux monopolaires dans des extraits 

ovocytaires, ainsi que des structures de type aster. Une augmentation de la longueur et de la 

polymérisation des microtubules a été mesurée suggérant un rôle des MAPK dans la régulation 

de la dynamique des microtubules (Horne and Guadagno, 2003). En présence d’U0126 (U0126 

ethanolate), un inhibiteur hautement spécifique de MEK1 et MEK2, aucune structure 

microtubulaire organisée n’est visible (Bodart et al., 2002b; Gross et al., 2000; Horne and 

Guadagno, 2003). Le résultat est le même après l’utilisation d’oligonucléotides morpholinos 

antisens dirigés contre p39mos (Dupré et al., 2002; Bodart et al., 2005) initiateur de la voie 

MAPK.  

Bien que ces phénotypes ne correspondent pas exactement à ceux observés dans nos ovocytes 

traités au SNAP, il se peut que la perturbation des voies biochimiques, et notamment MAPK, 

par ce donneur de NO participe également à la mauvaise mise en place du fuseau.  

3.3. Cdc25c, une cible du H2S ? 

3.3.1. Différences xCdc25c et hCdc25c 

Cdc25c, phosphatase impliquée dans la boucle d’auto-amplification du MPF, semble être ciblée 

par le H2S. Si une faible quantité de MPF déclenche la boucle d’auto-amplification, l’injection 

de hCdc25c n’entraine pas la reprise de méiose (observations personnelles). Cdc25c est la seule 

isoforme de Cdc25 présente dans les ovocytes de xénope. Par contre, la protéine Cdc25a 

humaine est capable d’entrainer une reprise de méiose des ovocytes de xénope en présence ou 

en absence de synthèse protéique. Cependant ces ovocytes s’arrêtent de nouveau en métaphase 

I et présentent un fuseau non ancré à la membrane. La période prolongée en métaphase I 

observée dans les ovocytes micro-injectés au Cdc25a résulte d'un équilibre entre la dégradation 

des cyclines et la synthèse de nouvelles cyclines. Cet équilibre est dû à l’absence d’une baisse 

de l’activité PKA (Rime et al., 1994). Il est donc possible de tester l’hypothèse que Cdc25a soit 

S-Sulfhydrée et incapable d’induire la reprise de méiose en présence d’un donneur de H2S.  
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Il reste cependant crucial de déterminer les effets du H2S sur la protéine Cdc25c. Les deux 

protéines, XCdc25c et hCdc25c, sont différentes et il parait important de tester les effets du 

NaHS sur du Cdc25c de xénope. Il existe 43% d’homologie entre les deux séquences 

protéiques. La figure 53 représente la comparaison de séquences de ces deux protéines, on peut 

notamment voir que les domaines phosphatases sont différents. Par blast les deux séquences de 

ces domaines phosphatases sont à 68% homologues.  

Figure 53 : Alignement de séquence de la Cdc25c humaine et de xénope. (Numéro swissport P30307 et P30309) utilisant 

le programme ClustalX. Les résidus phosphorylés par une kinase spécifique sont indiqués en rouge. Les motifs de fixation et 

de reconnaissance sont entourés. (source : Angel R nebreda) 

 

Il paraitrait donc intéressant de produire une XCdc25c afin de valider l’hypothèse émise dans 

l’ovocyte de xénope. Pour cela nous avons contacté le professeur Kumagai A. de l’université 

de Pasadena (Californie) afin qu’elle nous fournisse un plasmide dans l’optique de produire 

nous même une protéine purifiée. La protéine sera produite dans des bactéries via incorporation 
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du plasmide par choc thermique et sera purifiée sur bille de nickel grâce à la présence d’un His-

tag. L’activité de la protéine sera vérifiée par micro-injection dans un ovocyte de xénope (celle-

ci doit entrainer la maturation) et par mesure de l’activité via la méthode colorimétrique : 

OMFP. 

3.3.2. Effet du H2S par la S-Sulfhydration 

Les effets du H2S sur la protéine Cdc25c pourraient être directs et résulter d’une S-

Sulfhydration. En effet, la protéine Cdc25c présente une cystéine dans son site catalytique 

indispensable à son activité. Du fait que les phosphatases de type PTPs sont des cibles de la S-

Sulfhydration sur des cystéines de leur site actif, (Heneberg, 2014) nous avons voulu vérifier 

s’il en était de même pour Cdc25c. Pour cela une étude utilisant une méthode biotin switch 

modifiée a été mise en œuvre. Nos résultats préliminaires obtenus sur les cellules MCF-7 ne 

permettent pas de conclure que notre traitement au NaHS induit bien une S-Sulfhydration de 

Cdc25c. L’absence de différence de la S-Sulfhydration entre les conditions avec et sans NaHS, 

laisse supposer que des mises au point de la technique sont encore nécessaires. Il semble 

notamment indispensable de mettre en place des contrôles négatifs d’expérience dans lesquels, 

par exemple, la synthèse d’H2S est inhibée. 

Le protocole de détection de la S-Sulfhydration sera validé sur des extraits protéiques 

d’ovocytes de xénope. En effet, ces ovocytes permettent 1/ d’obtenir une très grande quantité 

de protéines à partir de peu de matériel biologique et 2/ d’utiliser des concentrations de NaHS 

plus larges que sur les cellules de cancer du sein permettant ainsi de visualiser plus facilement 

une augmentation de la S-Sulfhydration entre deux échantillons.  

L’absence d’une baisse de S-Sulfhydration à 48h pourrait aussi s’expliquer par un stress des 

cellules. En effet, différents stress peuvent entrainer la mise en place de S-Sulfhydration de 

protéines à l’image du stress redox ou le stress du réticulum endoplasmique (Paul and Snyder, 

2012). Bien que tout soit mis en place pour éviter un stress des cellules par privation de sérum 

ou inhibition de contact, il n’est pas inimaginable que les cellules contrôles subissent d’autres 

pressions provoquées par la formation de clones par exemple. En effet, les cellules sont en 

général passées toutes les 48h pour éviter la formation de clones, mais la mise en place du 

protocole demande parfois de laisser les cellules sans passage durant 96 heures (24h de repos, 

24h pour la reprise du cycle, puis 48h de cinétique).  

3.3.3. ROS et Cdc25.  

Nous avons aussi démontré que les effets du H2S sur la reprise de méiose des ovocytes de 

xénope étaient en partie dus à des effets ROS dépendants. En effet, en présence de SOD et de 

catalase, des enzymes anti-oxydantes, le nombre d’ovocytes n’effectuant pas de reprise de 

méiose en présence de NaHS à différentes concentrations est réduit. Cependant une baisse, non 

significative, du nombre d’ovocytes matures par rapport à la condition contrôle induite 

uniquement à la progestérone est toujours observée. Ces résultats indiquent bien qu’il existe 

surement un effet ROS mineur dépendant du NaHS sur la maturation des ovocytes. 



255 

Il a été démontré que les Cdc25 pouvaient être régulées par les ROS. Cette régulation induirait 

un blocage des cellules dans le cycle cellulaire en cas de stress redox, le temps de revenir à des 

conditions de croissance favorable (Rudolph, 2005). L’effet de ROS sur Cdc25 se ferait de 

façon directe par un effet sur la cystéine du site catalytique. L’oxydation médiée par les ROS 

des Cdc25 résulte en un pont disulfide réversible grâce à la présence de la thiorédoxine 

(Rudolph, 2005). Dans la protéine Cdc25C, ces deux cystéines permettant la création du pont 

disulfide seraient les cystéines 330 et 377 (Savitsky and Finkel, 2002). La formation de ce pont 

disulfide serait responsable de la dégradation de la protéine Cdc25c par l’intermédiaire de la 

protéine 14-3-3 puisqu’un mutant pour ces deux cystéines n’est plus fixé par la protéine 

(Savitsky and Finkel, 2002).   

Figure 54 : Mécanisme potentiel d’action du H2S sur la phosphatase Cdc25c. Le H2S pourrait entrainer une inhibition de 

la phosphatase Cdc25c par la production de ROS, directement par S-Sulfhydration de la cystéine 377 présente dans sa sous-

unité catalytique.

Les effets cytotoxiques du H2S sont relayés par la production de ROS (Eghbal et al., 2004). On 

observe une augmentation de la production de H2O2 en présence de H2S. La formation de ROS 

induite par le H2S est dépendante de la dose. (Eghbal et al., 2004). Néanmoins H2O2 n’empêche 

pas la reprise de méiose induite par la progestérone (Dehennaut et al., 2007). Ainsi les ROS 

seules ne peuvent expliquer les effets du H2S sur les ovocytes. Il se pourrait donc que les ROS 

et le H2S travails en synergie. Le H2S entraine aussi la formation de RSS (Reactive Sulfur 

Species), équivalent des ROS, mais dérivés de composés soufrés (Gruhlke and Slusarenko, 

2012). Ces RSS sont capables d’entrainer la déplétion de glutathion, responsable du maintien 

du potentiel rédox du cytoplasme, et permettent donc l’activation de la formation de ROS 

(Truong et al., 2006). Les mécanismes d’action potentiels du H2S sur la phosphatase Cdc25c 

sont résumés dans la figure 54. 

3.4. Interconnexion hydrogène sulfurée / Monoxyde d’azote. 

3.4.1. Les phosphatases, une famille sous influence des gazotransmetteurs ? 

Puisque les PTPs ont été identifiées comme cible de la S-Sulfhydration, il est pertinent de 

s’intéresser plus particulièrement aux effets du H2S sur l’activité des phosphatases typiquement 

impliquées dans le cycle cellulaire, i.e. PP1 et PP2A. Les phosphatases PP1 et PP2A sont effets 

responsables de la déphosphorylation de la sérine 287 de Cdc25c, qui active la protéine-
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phosphatase (Margolis et al., 2006, 2003; Hutchins et al., 2002). PP1 et PP2A présentent, à 

l'instar de Cdc25, des cystéines pouvant être modifiées et affectant leurs activités notamment 

par oxydo-reduction et formation de ponts disulfides (Fetrow et al., 1999).  

Il est intéressant de noter que la plupart des sites cibles de S-Nitrosylation peuvent également 

subir une S-Sulfydration. La capacité d’une protéine à être à la fois S-Nitrosylée et S-

Sulfhydratée pourrait être ancrée dans les propriétés chimiques communes des thiols de ces 

protéines, thiols servant à promouvoir les deux modifications. Les SH- dérivés du H2S 

s’ajoutent de préférence aux anions thiolates (S-) de la protéine, plutôt qu’aux protéines-SH, et 

donc ciblent en conséquence les résidus Cys des protéines avec de faibles valeurs de pKa, c’est-

à-dire où les S- sont prédominant dans la gamme de pH physiologique. La S-Nitrosylation se 

produit également de manière préférentielle sur les S- et doivent donc préférentiellement cibler 

la même population de résidus Cys (de faibles pKa). Ainsi, fondée uniquement sur des 

considérations chimiques (soit sans prendre en compte les contraintes structurelles), on pourrait 

prévoir une spécificité partagée de la S-Nitrosylation et la S-Sulfhydration, où les deux 

modifications pourraient préférentiellement se produire sur les mêmes résidus Cys de faible 

pKa des protéines (Lu et al., 2013). 

En s'appuyant sur ces observations, il serait possible de déterminer des cibles de S-

Sulfhydration si celles-ci sont capables d’être S-Nitrosylées. L'identification de S-Nitrosylation 

a déjà été réalisée pour les protéines Cdc25 (Tomko and Lazo, 2008; Foster et al., 2009a; 

Majumdar et al., 2012) et PP1 (Lefièvre et al., 2007). L’ensemble de ces observations supporte 

donc l’hypothèse selon laquelle PP1 et Cdc25c puissent être des cibles de la S-Sulfhydration.  

L'utilisation de biotin-switch, couplée aux anticorps spécifiques de ces protéines phosphatases, 

permettrait de vérifier cette hypothèse, et ce, pour plusieurs espèces. 

3.4.2. Effet potentiel de l’hydrogène sulfuré sur le monoxyde d’azote. 

Récemment il a été démontré que le H2S été capable d’induire une S-Sulfhydration empêchant 

la S-Nitrosylation en Cys443 et augmente la phosphorylation de eNOS entrainant alors une 

augmentation d’activité de l’enzyme. L’exposition au NaHS de cellules HEL-293 exprimant 

eNOS, augmente la phosphorylation de l’enzyme. eNOS peut être présent dans les cellules sous 

forme de monomère ou de dimère, mais seul les dimères de eNOS sont capables de produire du 

NO. Chez les cellules sauvages, les protéines eNOS sont présentes principalement sous une 

forme dimérisées, alors que des souris KO CSE, l’enzyme est majoritairement sous une forme 

monomérique. En conséquence, la production basale de NO est plus faible dans les cellules 

endothéliales CSE-KO que dans les cellules endothéliales sauvages. Le H2S augmenterait 

l’activité eNOS en induisant la S- sulfhydration de eNOS, permettant sa phosphorylation et 

inhibant sa S-Nitrosylation et donc l'augmentation de sa dimérisation (Altaany et al., 2014). 

Ces résultats pourraient être mis en corrélation avec les expériences effectuées dans l’ovocyte 

de xénope où l’utilisation d’un donneur de NO entraine une inhibition de la reprise de méiose. 

Ces effets pourraient venir, en partie, d’une augmentation du NO intra-ovocytaire par un effet 

sur l’eNOS. En effet, puisqu’une baisse du NO intra-ovocytaire est nécessaire à la reprise de 

méiose, l’augmentation de la production de NO induite par le H2S pourrait être un mécanisme 

supplémentaire d’action du H2S sur la reprise de méiose. 

Cependant ces résultats expliquent plus difficilement les effets d’un donneur de H2S sur 

l’ovocyte de porc qui, au contraire, accélère la reprise de méiose.  
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4. Conclusion générale

Cette étude souligne le rôle direct des gasotransmetteurs sur les ovocytes de Xénope : nous 

avons notamment démontré pour la première fois les effets délétères du monoxyde d'azote sur 

la mise en place du fuseau méiotique ainsi que ceux de l’hydrogène sulfuré sur la synthèse des 

protéines et la reprise méiotique. Cependant, l’ensemble des mécanismes expliquant les effets 

inhibiteurs du NO et du H2S sur la reprise de méiose des ovocytes de xénope ainsi que les 

différences qui existent entre les résultats de ce modèle et ceux de l’ovocyte de porc ne sont pas 

encore totalement expliqués. Nos études dégagent néanmoins des pistes. L’étude des effets du 

NO sur les protéines du cytosquelette par un examen de leur S-Nitrosylation permettrait 

d’expliquer, en partie les effets du NO sur l’apparition de la tâche de maturation (migration de 

la VG) et la morphogenèse du fuseau de méiose. De même, étudier les effets des 

gazotransmetteurs sur les phosphatases, en étudiant leur activité en présence de donneur de NO 

et leur S-Sulfhydration et S-Nitrosylation semble être une priorité.  

Nous avons aussi démontré des effets du H2S sur la fécondation et le développement 

embryonnaire précoce de xénope. Cependant ces études demandent à être complétées, 

notamment en ce qui concerne le développement. Il serait dans un premier temps intéressant de 

déterminer si le H2S influe sur le taux de fécondation par un effet sur les spermatozoïdes ou sur 

les ovocytes. Le développement d’un plus grand nombre de têtards mis en présence de NaHS 

permettra de déterminer si les effets observés sur la taille des embryons et la formation de la 

tête et des yeux sont des caractéristiques propres au développement en présence d’H2S. Une 

fois ces phénotypes déterminés, il sera possible de rechercher les cibles du H2S au sein des 

protéines impliquées dans la mise en place de ces tissus.  
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Annexe 1 : Phosphatase assay OMPF. 

L’OMFP (1 mg) est pesé à peu près précisément et est ajusté puis dilué dans l’Assay Buffer 

(Tris-Hcl 100 mM, NaCL 40 mM, DTT 1 mM, Glycerol 20%, qsp H20 pH ajusté 8,2). Il est à 

noter que pour 1 mL d’Assay buffer il est nécessaire de peser 0,262 mg d’OMFP. Ajouter la 

phosphatase à doser dans 1 mL de blanc. Incuber 60 minutes à 37°C et au noir. Ne pas utiliser 

de shaker. Lire l’absorbance à 477 nm. La DO reflète l’activité phosphatase. Une unité 

d’activité est équivalente à 1pmol d’OMFP hydrolysée par minute. Afin de déterminer l’activité 

de la phosphatase l’équation suivante est utilisée : 

Activité phosphatase = [1.0 x 10-3 liters X (A477/ε cm)]/time (minutes)/µL 

Où ε (coefficient d’extinction) de OMFP à A477 = 2,72 x 104
 M

-1cm-1 

 

Annexe 2 : Biotine-Switch modifié 

Les cellules sont lysées en présence de tampon HEN (Hepes-NaoH pH 7,7 250 mM, EDTA 1 

mM, neocuproine 0,1 mM) supplémenté de déféroxamine (100 µM) puis centrifugées durant 

30 minutes à 4°C et à 13,000g. Les lysats cellulaires sont ensuite dosés par la méthode Bradford. 

Du blocking buffer (Tampon HEN  ajusté à 2,5% SDS et MMTS 20 mM) est ajouté aux lysats 

cellulaires (240 µg) et ceux-ci sont placés à 50°C durant 20 minutes avec de nombreuses 

agitations. Le MMTS est ensuite retiré par un ajout d’acétone (4 volumes de protéines) et les 

protéines sont précipées à -20°C durant 60 minutes suivies de 30 minutes de centrifugation 

13 000 rpm 4°C. Après avoir retiré l’acétone, les protéines sont resuspendues dans du tampon 

HENS (Tampon HEN supplémenté 1% SDS). À la suspension est ajouté 4 mM de biotin-HPDP 

dans du dimethyl sulfoxide sans acide ascorbique. Après 3h d’incubation à 25°C, les protéines 

biotinylées sont précipitées sur les billes steptavidine-agarose, préalablement lavées au tampon 

HENS durant 1h à température ambiante sur un soleil.  Les protéines byotinilées ainsi obtenues 

sont ensuite étudiées selon le protocole d’immuno-précipitation décrit dans les articleses. 

 

Annexe 3 : Communications orales / par affiches 

« Inhibition de l'oncoprotéineCdc25c et de la transition G2/M du cycle cellulaire par 

l'hydrogène sulfuré » Gelaude A.; Martoriati A.; Cailliau K.; Kolbabova T.; Lescuyer A.; Marin 

M.; Neroval J.; Vandame P.; Bodart J.F. Cancéropole ; Deauville – France ; 2013 

 

« Hydrogen sulfide effects on cell cycle progression in xenopus oocytes and embryos » Gelaude 

A.; Martoriati A.; Cailliau K.; Kolbabova T.; Lescuyer A.; Marin M.; Neroval J.; Vandame P.; 

Bodart J.F. Embo Worshop Oocyte maturation and fertilization , Banyuls-sur-mer – France ; 

2013 

 

« Inhibition de l'oncoprotéine Cdc25 et de la transition G2/M du cycle cellulaire par le 

monoxyde d’azote » Gelaude A.; Martoriati A.; Cailliau K.; Lescuyer A.; Marin M.; Vandame 

P.; Bodart J.F. Cancéropole ; Deauville – France ; 2014 
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RÉSUMÉ 
Titre : Rôle de gazotransmetteurs au cours de la reprise de méiose et du développement 

précoce. 

Les gazotransmetteurs sont impliqués comme seconds messagers dans de nombreux processus tels que 

l’inflammation, le cycle cellulaire ou la vasodilatation. La présence des enzymes responsables du 

métabolisme des gazotransmetteurs au niveau des organes de la reproduction humaine a ouvert la voie 

à de nouvelles études portant sur leur importance dans l’ensemble des processus impliqués dans la 

formation d’un organisme vivant. L’objectif de cette thèse a été d’étudier l’effet de deux 

gazotransmetteurs, l’hydrogène sulfuré (H2S) et le monoxyde d’azote (NO) sur la reprise de méiose, les 

effecteurs du cycle cellulaire et le développement précoce, en utilisant les propriétés et les avantages 

d’un modèle amphibien, le xénope. 

Une précédente étude de notre équipe a démontré qu'un donneur de NO, le SNAP (S-nitroso-N-acetyl 

penicillamine), permettait la reprise de méiose en levant le second blocage physiologique en métaphase 

II de l’ovocyte de Xenopus (Jeseta et al. 2012).  Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes 

intéressés plus précisément aux effets du NO sur les étapes plus précoces de la méiose (entre les blocages 

en prophase I et en métaphase II) de l’ovocyte de xénope (mécanismes moléculaires de régulation du 

cycle cellulaire et morphogenèse du fuseau). L’ensemble de cette étude avait pour but d’apporter des 

données supplémentaires concernant les mécanismes impliquant le NO dans la méiose des vertébrés. 

Nous avons pu démontrer, dans un premier temps, que le SNAP entrainait une inhibition de l’apparition 

de la tache de maturation, témoin de la reprise de méiose, par une diminution du pH du milieu de culture. 

L’utilisation du NAP, N-acétyl-D, L-pénicillamine disulfure, un produit de dégradation du SNAP ayant 

les mêmes caractéristiques moléculaires, mais ne libérant pas de NO, a mis en évidence une altération 

de la morphogenèse du fuseau de méiose dépendante de la libération de NO. Parallèlement, l’étude 

biochimique en cellule unique a permis de démontrer que les voies de signalisation, à savoir la cascade 

des MAPK et l’activation du MPF impliquées dans la reprise de méiose, étaient perturbées. 

La maturation est un processus indispensable à la préparation de l’ovocyte à la fécondation. Ce 

phénomène est important afin de préparer, in vitro, les ovocytes à la fécondation dans le cadre de 

biotechnologies reproductives. Dans le cadre d'une comparaison avec d’autres modèle méiotique où le 

H2S entraine des effets positifs sur la reprise méiose, nous nous sommes fixés comme objectifs d’étudier 

plus précisément les effets de ce gazotransmetteur sur les voies de signalisation impliquées dans la levée 

du blocage des ovocytes en prophase I, ainsi que ses effets sur la fécondation et le développement 

précoce des embryons de xénope.  Deux mécanismes particuliers ont été mis en évidence : (1) une action 

d’inhibition de la reprise de méiose dépendante de la production de ROS ainsi (2) qu’une action sur l’un 

des acteurs majeurs de la boucle d’auto-amplification du MPF : Cdc25. Une étude approfondie de ces 

composés (MPF et Cdc25) a permis de définir que l’action du H2S sur la boucle d’auto-amplification 

portait principalement sur la phosphatase. En effet, le MPF n’est ni dissocié, ni inactivé en présence de 

NaHS (donneur de H2S), quelle que soit la concentration utilisée. Dans un second temps, nous avons 

démontré que le NaHS entraine une diminution du pourcentage de fécondation des ovocytes de xénope. 

De même, il entraine un retard du développement précoce de l’embryogenèse. 

Nous avons ainsi pu démontrer des effets inhibiteurs de la reprise de méiose et du développement de 

deux gazotransmetteurs dans le modèle de l’ovocyte de xénope. De même, nous avons mis en évidence 

des cibles potentielles parmi les acteurs moléculaires. De façon surprenante, une étude de nos 

collaborateurs tchèques a démontré des effets inverses de l’hydrogène sulfuré sur la reprise de méiose 

de l’ovocyte de porc, effets relayés par une modulation des voies MPF et MAPK.  
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