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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION GENERALE 



- 
La fécondation, q u i  implique l a  reconnaissance e t  l a  fusion des gamètes 

males e t  femelles, conduit à l 'union de l eurs  noyaux. Un mécanisme régula teur  

doi t  donc in te rven i r  a f i n  que l e s  embryons q u i  en résu l t en t  ne présentent pas 

p l u s  de chromosomes que l eu r s  parents. Ce mécanisme, qui  ramène l e  nombre de 

chromosomes de 2 n à n s e  s i t u e  pendant l a  période de formation des gamètes 

e t  e s t  connu sous l e  nom de méiose. Ilcomportedeux divis ions  successives, l e s  

d ivis ions  de maturation. Chez l e s  mâles, l a  méiose s e  déroule t r è s  rapidement 

sans phase d ' a r r ê t .  El le  e s t  synchronisée avec l a  d i f fé renc ia t ion  des sperma- 

tozofdes. En revanche, chez l e s  femelles, l 'accroissement e t  l a  d i f férencia t ion 

des ovocytes (v i te l logenèse)  e t  l a  méiose sont deux événements bien séparés. 

En f a i t ,  l e s  c e l l u l e s  germinales femelles entrent  t r è s  précocement en méiose 

pendant l a  v ie  f oe t a l e  ou l a r v a i r e , e t  l a  maturation nucléaire peut a t t e i nd re  

l a  prophase de l a  première division de maturation ( s tade  diplotène1,bien avant 

que l a  phase d'accroissement des ovocytes ne s o i t  achevée. A ce stade,  l 'ovocyte 

primaire possède un t r è s  volumineux noyau, l a  vésicule germinative (V.G.1 qui  

renferme l 'équivalent  en A . D . N .  de 4n chromosomes. La synthèse d'A.D.N. e s t  

achevée dès ce moment : 4 groupes de n chromosomes seront  r épa r t i s  sn t r e  l 'ootidc 

e t  l e s  t r o i s  globules pola i res  po ten t ie l s .  Outre ces  phénomènes nucléaires q u i  

réduisent  de moitié l e  stock diploide de chromosomes e t  permettent l e s  

échanges de gènes, d ' au t res  remaniements concernent à l a  f o i s  l e  cytoplasme 

e t  l a  membrane des gamètes, préparant a i n i i  l 'ovocyte à l a  fécondation. 

1.1. RELATIONS TEMPORELLES ENTRE LA MATURATION ET LA FECONDATION 

Chez de nomoreuses espèces, il e s t  bien é t a b l i  que l a  ficondation ne peut 

se r é a l i s e r  qu'au cours d'un stade p réc i s  de 1a.maturation pour q u ' u n  dévelop- 

pement normal puisse en r é su l t e r .  Selon JUST (19391, lès animaux peuvent ê t r s  

rogroupés en 4  c lasses  [ f i g .  11. 

Chez cer ta ines  especes, appartenant 2 l a  c l a s s s  1, comme chez l e s  

nématodes Rhabditides e t  l 'Ascar i s ,  ?es bivalves SpisuZa ou Barnea, l e s  

Echiurides U~echiscuMyzostomc, l a  Técondation a  l i eu  au stade V . G .  (ovocyte I l ,  

Elle dÉclenche à l a  f o i s  l a  maturation st l e  développsment. Dans l a  c lasse  II, 

une phase de prématuration, incluant l a  rupture d e  l a  V . G . ,  conduit l e s  ovocytes 

en métaphase d s  première d ivis ion mgiotique. Les s t i m u l i  e f f i caces  sont t r è s  



Figure 1 : Les relations temporeZZes entre la  maturation e t  Za fkcondation &s 
gamètes ferne lires se Zon les  quatre classes d 'airnam. 
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B I = Premier blocage au stade vésicule germinative. 
B II = Second blocage au stade métaphase 1 ou 2. 
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v a r i é s  : changement du mi l ieu  e x t é r i e u r  comme chez l ' a n n é l i d e  Chaetoptems 

( L I L L I E ,  19021, l i b é r a t i o n  d 'une nsu~ohormone comme chez Arenico la  (IEIJER, 

1979 a ,  b, 19801, ac t ion  de pro téases  spéc i f iques  a i n s i  q u ' i l  a  é t é  d é c r i t  

chez SabeZZaria [PEAUCELLIER, 1977-a ) .  L'Amphioms,parmi l e s  prochordés,de 

msme que i a  ma jo r i t 6  des ve r t éb ré s  s e  rangent dans une 3Sme c l a s s e  où l a  

fécondat ion n ' e s t  poss ib l e  que lorsque  l ' ovocy te  a t t e i n t  l a  métaphase de l a  

seconde d iv i s ion  de maturat ion.  Cet te  6volut ion dépend d'une s t imu la t ion  

hormonale e t  l e s  ovocytes demeurent bloqués 21 c e  s t a d e  jusqu 'à  ce q u ' i l s  so i en t  

fécondés ou a c t i v é s  a r t i f i c i e l l e m e n t .  

Enfin,  shez  l e s  c o e l e n t é r é s  e t  chez l e s  échin ides ,  l a  maturat ion e s t  

achevée avant fécondat ion  [ c l a s s e  I V ) .  

Il f a u t  s i g n a l e r ,  pour ê t r e  complet,  que c e r t a i n s  animaux n 'appar t iennent  

pas s t r i c t emen t  à l ' une  des  c l a s s e s .  Cela e s t  v r a i  pour l ' a n n é l i d e  dé j à  c i t é e  

SaDeZZarZa dont l e s  ovocytes peuvent d é j à  ê t r e  fécondés au s t a d e  V . G .  e t  

pour l ' é t o i l e  de mer dont l a  fécondat ion monospermique peut i n t d r v e n i r  à 

quelque s t ade  que ce  s o i t ,  ap rè s  induct ion  de l a  rup tu re  de l a  V.G. par  l ' ho rmen~  

1.2. LA MATURATION OVOCYTAIRE CHEZ LES AMPHIBIENS; 

1.2.1, L'ovocyte 

Au terme de l e u r  c ro i s sance ,  l e s  ovocytes d'amphibiens, bloqués en 

prophase de méiose, s e  présenten t  comme de grosses  c e l l u l e s  sphériques envelcp- 

pées par  une couche de c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  e t  une enveloppe v i t e l l i n e ,  

t r a v e r s é e  par  d e s  mac rov i l l o s i t é s  i s s u e s  des c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s .  Ces 

m a c r ~ v i l l o s i t é s  S t a b l i s s e n t  des  j onc t ions  avec l a  membrane plasmique ovocyta i re  

q u i  e s t  ornée de nombreuses m i c r o v i l l o s i t é s .  Les r e l a t i o n s  é t r o i t e s  qu i  

s ' é t a b l i s s e n t  a i n s i  e n t r e  l 'ovocyte  e t  ses c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  ont Sté 

é tud iées  chez Ranc e scu len ta  (WARTENBERG e t  GUSEK, 19601 Rana p i p i e n s  (KEMP, 

19 56a, KEMP, 196 1  1 Xenopus Zaevis, Fana temporuria,  T r i t u r u s  a l p e s t r i s ,  

Ambystom mzxicanum (WARTENBERG, 1962 1 e t  T r i t u r u s  v i r idescens  CHC)PE e t  a l .  , 
19631. Chez l e  Xénope, BROWNE e t  a l .  1197Ç1 ont  démontré que l e s  comalexes 

jonc t ionnels  son t  régulés  sous l ' a c t i o n  des  hormones gonadotropes. 



1.2.2. Le système de contrôle hormonal de la maturation 

Dès 1939, HEILBRUNN e t  al. o n t  montré ,  chez  Rana, que l e s  hormones 

gonadotropes ,  s e c r é t é e s  p a r  l ' hypophyse ,  a g i s s e n t  sur l e  f o l l i c u l e  o v a r i e n  

pour i n d u i r e  l a  m a t u r a t i o n  d e s  ovocy tes .  Ces hormones demeurent i n e f f i c a c e s  

l o r s q u ' e l l e s  s o n t  a p p l i q u é e s  a d e s  ovocy tes  d é f o l l i c u l é s  (MASUI, 1967 ; 

SMITH e t  al. , 19681 . 
Deux hormones p i t u i t a i r e s  gonado t ropes  o n t  é t é  i s o l é e s  chez  t r o i s  e spèces  

d 'Amphibiens : Ambystoma t i g r i n w n  (LICHT e t  al .  , 19751, Rana c a t e i s b i a n a  ( L I C H T  

e t  PAPKOFF, 19741 e t  Rana p i p i e n s  (FARMER e t  a l . ,  19771. E l l e s  a p p a r a i s s e n t  

comme l e s  homologues d e  l a  " f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  hormone" (FSH1 e t  de  l a r ' l u t e i n i -  

z i n g  hormone"(LH1 d e s  \ a m m i $ è r e s , e t : e l l e s  déc lenchen t  l a  p r o d u c t i o n  ou l a  dé- 

cha rge  p a r  l a  c e l l u l e  f o l l i c u l a i r e  d 'un  second média teur  a g i s s a n t  d i r e c t e m ~ n t  

s u r  l ' o v o c y t e .  

1 . 2 . 3 .  Substance inductrice de la maturation 

Les o v o c y t e s  d e  Rana p i p i e n s ,  d é f o l l i c u l é s  e t  i n s e n s i b l e s  aux hormones 

gonadotropes  peuvent m a t u r e r  sous  l ' a c t i o n  d e  l a  p r o g e s t é r o n e  (MASUI, 1967 : 

SCHUETZ, 1967 b ; SMITH e t  al . ,  19681. Selon c e s  a u t e u r s ,  l e s  c e l l u l e s  

f o l l i c u l a i r e s  p o u r r a i e n t  s e c r é t e r  une hormone homologue de  l a  p r o g e s t é r o n e  

sous  l ' a c t i o n  d e s  gonado t rop ines .  

FORTUNE st al .  (19751 p u i s  THIBIER-FOUCHET e t  al .  110761 eonfi lrnent 

l ' h y p o t h è s e  d e  MASUI en démontrant  que l 'hormone gonadotrope du Xénope e t  

l l h o m o n e  ganado t rope-chor ion ique  humaine CHCG1 i n d u i s e n t  l a  t r a n s f o r m a t i o n  

i n t r a f o l l i c u l a i r e  d e  l a  p régséno lone  en p r o g e s t é r o n e .  La cyanokétone e t  

l ' é l i p t i n e ,  q u i  suppr iment  c e t t e  t r a n s f o r m a t i o n  (THIBIER-FOUCHET e t  a l . ,  19761, 

i n h i b e n t  p a r a l l è l e m e n t  l a  m a t u r a t i o n  de  f o l l i c u l e s  i n t a c t s  s t i m u l é s  p a r  12s 

gonado t rop ines .  Css mêmes i n h i b i t e u r s  s o n t  i n c a p a b l e s  d e  b l o q u e r  l e s  m a t u r a t i o n s  

déc lenchées  p a r  l a  p r o g e s t é r c n e  (WRIGHT, 1971 : SNYDER e t  SCiiUETZ, 1973 ; 

FORTUNE e t  a l . ,  19751. Chez l e s  Urodè ies ,  l a  m a t u r a t i o n  a  é t é  peu é tud iée ,  

A i n s i ,  chez  PZeurodeZes waltzii IBRACHET, 19741 e t  Nophtc taZms  v i r i d e s c e n s  

(BARSACCHI-PILONE G .  e t  HUMPHRIES, 19751, l a  p r o g e s t é r o n e  ne p e r m e t t r a i t  l a  

r e p r i s e  de  l a  méiose d e s  ovocy tes  q u ' a p r è s  une i n j s c t i o n  p r é a l a b l e  de gonado- 

t r o p i n e s .  C e t t o  a s s e r t i o n  a  cependant  é t é  démentie p a r  'dILAIK (19771 q u i  

a  obtenu l a  m a t u r a t i o n  de l ' o v o c y t e  de  PZeurodeZes sous  l ' a c t i o n  Ge l a  s e u l e  

p r o g e s t é r o n e .  



1.2.4. Site d'action de l'hormone 

La p r o g e s t é r o n e  s e  r é v è l e  e f f i c a c e  s i  e l l e  e s t  a p p l i q u é e  à l ' e x t é r i e u r  

d e s  ovocy tes  : c e r t a i n s  a u t e u r s  démontrent  q u ' e l l e  e s t  s a n s  e f f e t  a p r è s  

i n j e c t i o n  dans  l e s  ovocytes  de  Rana pipiens (MASUI e t  MARKERT, 1971 ; SMITH 

e t  ECKER, 1969, 19711 ou de  Xenopus laevis ( O R U R Y  e t  SCHORDERET-SLATKINE, 

1975 ; JACOBELLI e t  Q I . ,  19741. Les a u t e u r s  p r é c i s e n t  que l a  p r o g e s t é r o n e  

a g i t  à l a  s u r f a c e  e x t e r n e  de  l a  membrane. ISHIKAWA e t  aZ.(?9771 o n t  obtsnu 

l a  m a t u r a t i o n  d ' o v o c y t e s  de  Xenopus s o u s  l ' a c t i o n  de d e s o x y c o r t i c o s t é r o n e  

coup lée  à de l ' a g a r o s e .  'BAULIEU e t  aZ.(19781 e t  GODEAU e t  a l .  119781 o n t  

u t i l i s é , p o u r  l e u r  p a r t ,  un s t é r o ï d e  branché s u r  un polymère de  p o i d s  molé- 

c u l a i r e  é l e v é  (20.000 d a l t o n s l .  C e t t e  molécu le ,  non perrnéante, provoque l a  

m a t u r a t i o n  d e s  ovocy tes  de  Xenopus e t  r e s t e  é n e f f i c a c e  a p r è s  m i c r o i n j e c t i o n  

i n t r a c e l l u l a i r e .  T o u t e f o i s ,  d e s  r é s u l t a t s  r é c r n t s  ob tenus  a p r è s  m i c r o i n j e c t i o n  

de p r o g e s t é r o n e  en s o l u t i o n  h u i l e u s e  dans  l e s  ovocy tes  de  Xenopus (TSO @t a l . ,  

19821 p l a i d e n t  en f a v e u r  d 'une  a c t i o n  hormonale s ' e x e r ç a n t  au niveau des  

s i t e s  membranaires i n t e r n e s .  

1.2.5. Traitements mimétiques 

Les o r g a n o m e r c u r i e l s ,  parachloromercuribenzoate ou parahydroxymercuri-  

p h e n y l s u l f o n a t e  (BRACHET e t  a l . ,  19751, e t  c e r t a i n s  a g e n t s  oxydan t s  d e s  

f o n c t i o n s  SH comme l a  cys téamine  (PAYS e t  a l . ,  19771 s o n t  c a p a b l e s  d ' i n d u i r e  

l a  m a t u r a t i o n  d e  l ' o v o c y t e  dlAmphibien.  Ces a g e n t s  demeurent i n e f f i c a c e s  

l o r s q u ' i l s  s o n t  i n j e c t é s  dans  l e s  ovocy tes  (BRACHET e t  a l . ,  1975 ; PAYS e t  

a l . ,  19771. La val inomycine  . ionophore  à K+, provoque l a  m t u r a t i o n  (BALTUS 

e t  a l . ,  19771 e t  l ' i o n o p h o r e  A 23187 peu t  également i n d u i r e  l a  r e p r i s e  de  l a  

méiose,  à c o n d i t i o n  q u ' i l  s o i t  a p p l i q u é  dans  un m i l i e u  e n r i c h i  en i o n s  d i v a l e n t s  

(WASSERMAN e t  MASUI, 1975 ; MOREAU e t  c l , ,  19761. L ' i n s u l i n e  e s t  c a p a b l e  

d ' i n d u i r e  l a  m a t u r a t i o n  d e s  ovocy tes  d e  Xenopus (EL-ETR e t  al., 1079 ; 

WALLACE e t  VISULOVIN, ?9801. Enfin SCHOROERET -SLATKINE e t  a l . i I 9 7 7 )  o n t  ob t snu  1 
\ 

m a t u r a t i o n  d e s  ovocy tes  de  Xenopus s o u s  l ' a c t i o n  d 'un g r a n d  nombre d ' a g e n t s  
+ + 

connus pour  m o b i l i s e r  l e  ca lc ium.  C e r t a i n s  i o n s ,  comme Mn e t  C O ~ H -  (ROBINSON, 

19791 s e r a i e n t  a u s s i  a c t i f s .  



1.2.6.  E f f e c t e u r  i n t r a c y t o p l a s m i q u e  : MPF 

Chez l e s  o v o c y t e s  d e  Rana pipiens,  MASUI e t  MARKERT (19711 d é c r i v e n t  

l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  f a c t e u r  i n t r a c y t o p l a s m i q u e  q u i  se r é v è l e  c a p a b l e  d ' i n d u i r e  

l a  m a t u r a t i o n  l o r s q u ' i l  e s t  i n j e c t é  d a n s  d e s  o v o c y t e s  r é c e p t e u r s  non s t i m u l é s  

p a r  l ' h o r m o n e .  C 3  MPF ( M a t u r a t i o n  Promotfng  F a c t o r 1  q u i  p r é s e n t e  t o u s  l e s  

c a r a c t è r e s  d ' un  s y s t è m e  p h o s p h o r y l a n t  a u t o c a t a l y t i q u e  (ORURY,  1978 ; WU e t  

GERHART, 19801 a  é t é  r e t r o u v é  t a n t  c h e z  1 ' E t o i l e  d e  mer [KISHIMOTO e t  KANATANI, 

19761 q u e  c h e z  d ' a u t r e s  e s p è c e s  d ' a m p h i b i e n s  (REYNHOUTet SMITH, 1974 ; 

SCHORDERET-SLATKINE e t  DRURY,  1973  ; WASSERMAN e t  NASUI, 19751.  Tous l e s  

t r a i t e m e n t s  mimé t iques  connus  p r o v o q u e n t  i g a l e m e n t  l ' a p p a r i t i o n  du MPF q u i  

p r é c è d e  t o u j o u r s  l a  r u p t u r e  d e  l a  v é s i c u l e  g e r m i n a t i v e , e t  s ' e f f e c t u e  i n d é p e n -  

damment d e  t o u t e  t r a n s c r i p t i o n  du génome o v o c y t a i r e  (SCHORDERET-SLATKINE e t  

DRURY,  1973  ;REYNIOUT e t  SMITH, 19731.  Chez l e s  a m p h i b i e n s ,  l a  f o r m a t i o n  du 

MPF e s t  b l o q u é e  p a r  l a  c y c l o h e x i m i d e  e t  n é c e s s i t e  la  s y n t h è s e  d ' u n e  p r o t é i n e  

q u a l i f i é e  d'"initiateur" p a r  WASSERMAN e t  MASUI (19751.  E l l e  i m p l i q u e  é g a l e m e n t  

l a  p h o s p h o r y l a t i o n  d e  p r o t é i n e s  endogènes  [MALLER et a l . ,  1977 ; AYNHOUT e t  

SMITH, 1974 ; WASSERNAN e t  MASUI, 19751.  Les  ' t e n t a t i v e s  e f f e c t u é e s  j u s q u ' à  

p r é s e n t  p o u r  p u r i f i e r  l e  MPF s o n t  r e s t é e s  s a n s  s u c c è s .  E n f i n ,  il a  é t é  m o n t r é  

q u ' i l  s ' a g i t  l à  d ' u n  f a c t e u r  u n i v e r s e l  s u s c e p t i b l e  d e  c o n t r ô l e r  t a n t  l a  

d i v i s i o n  d e s  c e l l u l e s  s o m a t i q u e s  que  c e l l e  d e s  c e l l u l e s  g e r m i n a l e s  (WASSERNAN 

e t  SMITH, 1978 ; SUNKARA et a l . ,  1979 : NELKIN e t  a l . ,  1080 ; MEIJER e t  

GUERRIER, 1983 ; SCHATT zt a l . ,  1983 : YONGLAI et a l . ,  19831.  

1.3. L'HYPOTHESE D'UN CONTROLE IONIQUE DE LA MATURATION 

Le p r o c e s s u s  d e  l a  m a t u r a t i o n  d e b u t e  d è s  l ' i n s t a n t  où l a  r u p t u r e  d e  l a  

V.G.  se t r o u v e  prograrrimée e t  s e  t e r m i n e  a v e c  l ' e x p u l s i o n  d e s  g l o b u l e s  p o l a i r e s .  

On a  vu que  ce p r o c e s s u s  p e u t  ê t r e  d é c l e n c h é  p a r  d e s  s t i m u l i  t r è s  d i v e r s  e t  

q u ' i l  p e u t  s e  d é r o u l e r  en p l u s i e u r s  é t a p e s  compor t an t  un second  b l c c a g e  s o i t  

en mé taphase  1 ,  s o i t  en mé taphase  2 ( f i g .  1 1 .  Ce deuxième b l o c a g e  ne  p e u t  ê t r e  

l e v é  q u e  p a r  la  f é c o n d a t i o n  ou l ' a c t i v a t i o n .  

I l  est v r a i s e m b l a b l e  q u e  t c u s  l e s  s t i m u l i  e f f i c a c e s  (hormone,  a g o n i s t e s  

o u . m i m é t i q u e s l  a g i s s e n t  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' u n  m e s s a g e r  commun q u i ,  d a n s  

t o u s  les  c a s ,  a b o u t i t  à l a  p r o d u c t i o n  du MPF e t  q u ' i l  e s t  n é c e s s a i r e  



de c a r a c t é r i s e r .  En f a i t ,  il a  é t é  montré que l a  formation du MPF e s t  

indépendante de t o u t e  t r a n s c r i p t i o n  du génome ovocyta i re  (GUERRIER e t  DOREE, 

1975 ; KISHINOTO e t  a l . ,  1981 ; SCHORDERET-SLATKINE,et DRURY, 1973) .  De p lus ,  

chez 1 ' E t o i l e  de mer e t  contrairsment  à c e  q u i  s e  passe chez l e s  amphibiens 

(WASSERMAN e t  VASUI, 1975 a l ,  l a  maturat ion s ' e f f e c t u e  normalement en absence 

de t o u t e  synthèse pro té ique .  Dans ce c a s  p r é c i s ,  on a  donc un exemple t o u t  à 

f a i t  remarquable d'un processus d ' a c t i v a t i o n  biologique c o n t r e l é  au niveau 

pos t raduct ionnel .  C ' e s t  d i r e  que l a  maturat ion n ' a  pu évoluer  que grdce à l a  

modif icat ion d 'é léments  p réex i s t an t s .  Un t e l  e f f e t  s ' e x p l i q u e r a i t  aisément 

par  l a  mise en r o u t e  de processus d ' a c t i v a t i o n  enzymatique s u s c e p t i b l e s  d ' ê t r e  

con t r6 l é s  par des  changements de l 'environnement ionique i n t r a c e l l u l a i r e .  C ' e s t  

c e t t e  quest ion que nous a l l o n s  examiner maintenant en e f f ec tuan t  une ana lyse  

a u s s i  cornplate que poss ib l e  des  données de l a  l i t t é r a t u r e  ac tue l lement  à 

no t r e  d i spos i t i on .  De l 'ensemble de c e s  données, on peut e x t r a i r e  deux tyyes 

d'arguments q u i  p l a iden t  en faveur  d'un c o n t r ô l e  ionique de l a  maturat ion 

ovocyta i re .  Ce s o n t  : 

- l a  dépendance de l a  maturation v i s - à -v i s  de l a  composition ion ique  

du mi l ieu  e x t r a c e l l u l a i r e .  

- l a  mise en évidence de changements s i g n i f i c a t i f s  e t  ind ispensables  

dans l e s  a c t i v i t é s  ion iques  i n t r a c e l l u l a i r e s .  

1.3.1. Exigences ion iques  e x t r a c e l l u l a i r e s  

Ces exigences concernent t a n t  l e s  i ons  monovalents que l e s  i ons  d i v a l e n t s .  

1.3.1.1. Ions monovalents 

Parmi ces  i o n s ,  une importance t o u t e  p a r t i c u l i g r e  a  t ou jou r s  é t é  accordée 

à l ' i o n  potassium (ECKER e t  SMITH, 19711. Ces a u t e u r s  on t ,  en e f f e t ,  é t é  l e s  

premiers à a t t i r e r  l ' a t t e n t i o n  s u r  l e  f a i t  que l e s  ovocytes de Rana p ip iens ,  

en f i n  d 'accroissement ,  p résenten t  une f a i b l e  a c t i v i t é  pro téosynthé t ique ,  

c e l l e - c i  n'augmentant qu'au cours  de l a  méiose. Le taux meximum de c e t t o  
+ 

synthèse ne s e r a i t  a t t e i n t  que pour des  c o n c e n t r a t i o ~ s  en K externe  relativemen 

é levées .  Cet te  dépendance de  l a  synthèse pro té ique  v i s - à -v i s  de l 'environnement 

ionique s ' é t end  s u r  plus  de 18 à 24 heures  ap rè s  add i t i on  de l 'hormone. 

Actuellement, c e t t e  r e l a t i o n  ne semble p lus  a p p a r a î t r e  comme a u s s i  



s t r i c t e  e t  d i r e c t e  qu'on pouvait  l e  penser à l ' o r i g i n e .  C ' e s t  a i n s i  que l e s  

ovocytes de Xenopus, s a i s i s  au s t a d e  V I  (DUMONT, 19721 e t  p ré levés  q u a t r e  

jours  a p r è s  une i n j e c t i o n  de H . C . G .  p rosenten t  une a c t i v i t é  protéosynthét ique 

é levée  comparable à c e l l e  d 'ovocytes  soumis à l a  progestérone e t  provenant 

d'animôux non t r a i t é s .  Ces ovocytes ne maturent qu 'à  l a  condi t ion  expresse  

q u ' i l j  s o i e n t  de p lus  soumis à l ' a c t i o n  de l a  progestérone [WASSERMAN e t  a l . ,  

Lorsque l a  s y n t h h e  pro té ique  e s t  i nh ibés  par  l a  cycloheximide, l e s  

ovocytes maturent s ' i l  reçoivent  une i n j e c t i o n  de cytoplasme contenant 

du MPF (WASSERMAN e t  NASUI, 1975 a  : ORURY e t  SCHORDERET-SLATKINE, 19751. 

Récemment, WASSERMAN (1902) a i s o l é  avec succès deux f r a c t i o n s  physiologique- 

ment e t  physiquement séparables  à p a r t i r  du cytoplasme d 'ovocytes  de Xenopus 

en cours  de maturat ion : l ' u n e  s t imu le  l a  synthèse pro té ique  t and i s  que l ' a u t r e  

conduit  directement  à l a  rup tu re  de l a  V.G.  D 'au t res  expériences r é a l i s é e s  

s u r  Xenopus par  BALTUS e t  al. (19771 mettent  l ' a c c e n t  sur l ' impor tance  
+ 

apparente  du mouvement des  i ons  K pendant l a  maturation . Selon ces  a u t e u r s  
+ 

l a  valinomycine, ionophore K , s e r a i t  capable de provoquer l a  rupture  de  l a  

V.G.  en absence de K+ externe ,  condi t ion  qu i  e n t r a i n e  une chu te  de 40 % dü K+ 

i n t r a c e l l u l a i r e .  En ou t r e ,  l e s  recherches de VITTO e t  WALLACE (79761, 

WALLACE e t  STEINHAROT (19771 e t  KOFOIO e t  a l .  (19791 r é v è l e n t  que l ' ebsence  
+ + 

de K ex te rne  ou que l a  réduct ion d e l ' i n f l u x  a c t i f  de K pa r  l 'ouabafne  

f a c i l i t e  l ' i n d u c t i o n  de l a  maturat ion par  l a  progestérone. La s i t u a t i o n  

e s t  l o i n  d ' ê t r e  c l a i r e  dans l a  mesure où un mi l ieu  dépourvu de K', r e t a r d e  

s ign i f i ca t ivemen t  l a  maturat ion d 'ovocytes  dénudés'de Rma pipiens a l o r s  que l a  

s t rophan t id ine  demeure i n e f f i c a c e  (MORRILL e t  ZIEGLER, 19801. 

+ 
La même indéc is ion  concerne l e s  mouvements des  ions  Na . En e f f e t ,  s i  

l e u r  absence a c c é l è r e  bien l a  rup tu re  de l a  V . G .  chez Rana pipiens [MORRILL 

e t  ZIEGLER, 19001, e l l e  n ' a  en revanche aucun e f f e t  s u r  l a  maturation des  

ovocytes de Xenopus. Cependant, chez c e t t e  d e r n i è r e  espèce, l ' a m i l o r i d e  q u i  

bloque l e s  canaux ~ a +  empêcherait l a  r e p r i s e  de l a  méiose (BALTUS e t  aZ., 19773. 

D 'au t res  informations dé r iven t  d 'expér iences  de mesure de f l u x  r é a l i s é e s  à 

l ' a i d e  de t r a c a u r s  r a d i o a c t i f s  e t  e f f ec tuées  s u r  des ovocytes débar rassés  de 

l e u r s  c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s .  Ces observa t ions  démontrsnt q u e  l e s  f l u x  

p a s s i f s  e t  a c t i f s  de sodium e t  de potassium augmentent t r è s  t ô t ,  sinon 



immédiatement  a p r è s  a d d i t i o n  d e  p r o g e s t é r o n e  à d e s  o v o c y t e s  d e  &nopus Zaevis 

( O ' C O N N O R  e t  a l . ,  19771.  Chez Rana pipiens (ZIEGLER e t  MORRILL, 19771 

l a  p e r m é a b i l i t é  K+ a i s p a r a i t  p r a t i q u e m e n t  a p r è s  l a  r u p t u r e  d e  l a  V . G .  . Ces  

r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  q u ' u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  i n t e r n e  d e  Ki, 

s u i v i e  d ' u n e  r é d u c t i o n  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  s é l e c t i v e  aux i o n s  K+ p o u r r a i t  

j o u e r  un rôle i m p o r t a n t  d a n s  l a  r e p r i s e  d e  l a  m é i o s e .  C e t t e  h y p o t h è s e  a  

p a r u  c o n f i r m é e  p a r  un c e r t a i n  nombre d ' o b s e r v a t i o n s  r é a l i s é e s  s u r  d ' a u t r e s  

s y s t è m e s .  A i n s i ,  c h e z  l a  s o u r i s ,  l a  v a l i n o m y c i n e  r e t a r d e r a i t  l ' é v o l u t i o n  d e  

l a  m a t u r a t i o n ,  p robab lemen t  p a r  l a  v o i e  d ' u n  a c c r o i s s e m e n t  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  

p o t a s s i q u e  i n t e r n e .  Chez 1 ' E t b i l e  d e  mer, i l  a  é t é  d é c r i t  q u e  l e  t é t r a e t h y l -  

ammonium, q u i  b l o q u e  les canaux  K + ,  s ' o p p o s e r a i t  a u  déc l enchemen t  d e  l a  m é i o s e  

p a r  l a  1 - N é t h y l a d é n i n e  (1-MeAdel (OOREE e t  a l . ,  19761 .  L ' a n a l y s e  d e s  e x p é r i e n -  

ces r é a l i s é e s  à l ' a i d e  d e  t r a c e u r s  r a d i o a c t i f s  (DCREE, 1581 ; GUERRIEK eF al. ,  

19791 r é v è l e . c e p e n d a n t  l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  s i t u a t i o n  p l u s  complexe  d a n s  l a q u e l l e  
+ + 

se t r o u v e n t  a s s o c i é e s  une  s t i m u l a t i o n  t r a n s i t o i r e  d e  l a  pompe Na -K e t  u n e  
+ 

a u g m e n t a t i o n  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  p a s s i v e  au Na . P a r  a i l l e u r s ,  l e  d i t h i o t h r e i -  

t o l ,  s u b t a n c e  mimét ique  d e  l a  1-MeAde, augmente  l a  p e r m é a b i l i t é  p a s s i v e  
+ 

a u x  i o n s  K , ce q u e  l ' o n  n ' o b s e r v e  j a m a i s  a v e c  l ' h o r m o n e  n a t u r e l l e .  

D ' a p r è s  DOREE t19811 e t  GUERRIER e t  a l .  (19791,  l ' a c t i v a t i o n  d e  l a  . 
+ + + 

pompe Na -K e t  l a  s t i m u l a t i o n  d e  l ' i n f l u x  d e  Na n e  s e r a i e n t  que  l a  c o n s é q u e n c e  

d i r e c t e  d ' u n e  a u g m e n t a t i o n  t r a n s i t c i r e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  i n t e r n e  en i o n s  

c a l c i u m  l i b r e s .  En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  a n i o n s ,  ROBINSON (19791 a  pu e n r e g i s t r e r ,  

a l ' a i d e  d ' u n e  sonde  v i b r a n t e  , d e s  c o u r a n t s  e x t e r n e s  q u i  e n t r e n t  au p ô l e  

a n i m a l  e t  q u i t t e n t  l e  p ô l e  v é g é t a t i f  d e s  o v o c y t e s  d e  Xenopus. Il démon t r e  que  

c e s  c o u r a n t s  s o n t  t r a n s p o r t é s  p a r  les  i o n s  C I -  e t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  r é g u l é s  
+ + 

p a r  les  i o n s  Ca . 
1.3.1.2. Ions d i v a l e n t s  

+ + 
La r u p t u r e  d e  l a  v é s i c u l e  g e r m i n a t i v e  n é c e s s i t e  l a  p r é s e n c e  d e  Ca 

e x t e r n e  c h e z  l ' a n n é l i d e  Chaetopterus (IKEGAMI e t  a l . ,  1976 ; BRACHET e t  

DENIS-DONINI, 19771 d e  même que  c h e z  les b i v a l v e s  Barnea (PASTEELS, 1930 ,  

1938 ; DUBE e t  GUERRIER, 1982  a l  e t  Spisula (SCHUETZ, 1975b,  GUERRIER e t  aZ., 
+ + 

19811.  Chez Barnea, l e s  t o n s  Ca s e u l s  peuven t  d é c l e n c h e r  l a  m a t u r a t i o n  a l o r s  

que ,  c h e z  l ' a n n é l i d e  SabelLaria, l e s  i o n o p h o r e s  A 23187 e t  X 537 peuve3 t  a g i r  



+ + 
en absence de Ca ex te rne  (PEAUCELLIER, 19771. Une s i t u a t i o n  analogue 

semble p r é v a l o i r  chez Chaetopterus c a r  de f o r t e s  concent ra t ions  d ' ionophore 

sont  e f f i c a c e s  même en absence de Ca++ externe  (ECKBERG e t  CARROLL, 19821. 

Les ovocytes de l ' é t o i l e  de mer MarthQsterius gZaciaZis répondent, 

pendant une p a r t i e  de l a  s a i son ,  à un accroissement  de l a  concent ra t ion  
++ 

externe  en Ca e t  l a  r e p r i s e  de  l a  méiose a i n s i  obtenue ne peut en aucun 

c a s  ê t r e  a t t r i b u é e  à une éven tue l l e  l i b é r a t i o n  d'hormone pa r  l e s  c e l l u l e s  

f o l l i c u l a i r e s  ( G U E R R I E R  e t  a l . ,  19781. Les i o n s  ~ a + +  a g i s s e n t  en e f f e t  

directement  s u r  des  ovocytes dénudés e t  même p réac t ivés  pa r  l ' ionophore  ou 
+ + 

l e  spematozoIde .  Ce t t e  réponse au Ca ex terne  peut ê t r e  inh ibée  par  d e s  

agen t s  q u i  bloquent l e s  canaux ca l c iques  comme l e  D 600, i ' I s o p t i n  e t  l e  

LaS+ (MOREAU e t  a l . ,  1978 a ) .  En revanche, l a  maturat ion déclenchée p a r  
+ + 

l 'hormone s e  déroule  même en présence de La3+ e t  en absence complète de  Ca 

e t  Plg++ externes ,  bien que D 600 e t  I s o p t i n e  r e s t e n t  i n h i b i t e u r s  dans c e s  

cond i t i ons .  ROSENBERG e t  LEE [19811, s i g n a l e n t  en revanche, que l a  pré incu-  
+ + 

bat ion  d 'ovocytes  de Pat i r ia  nriniata dans de l ' e a u  de mer dépourvue de Ca 
++ 

e t  Mg a f f e c t e  sévarement l ' i s s u e  du t r a i t emen t  hormonal, c e  qui  p o u r r a i t  

s ' e x p l i q u e r  par  un épuisement des compartiments i n t r e c e l l u l a i r e s .  Toutes ces  

observa t ions  conduisent donc ZJ penssr  que l a  l-MeAde p o u r r a i t  a g i r  en 
+ + 

l i b é r a n t  l e  Ca à p a r t i r  de compartiments i n t r a c e l l u l a i r e s ,  hypothèse q u i  

a  é t é  largement confirmée a p r è s  i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  d 'une photoprotéine 

calcium dépendante : l ' a equor ine  (MOREAU e t  al., 1978 a l .  Ces quelques 

données ne s u f f i s e n t  cependant pas à c l o r e  l a  longue l i s t e  des  arguments 

que l ' o n  peut développer en f aveu r  d 'un  r ô l e  p o s i t i f  d u  ~ a + '  dans l e  déc len-  

chement de l a  maturat ion.  L ' u t i l i s a t i o n  de nombreuses substances connues 

pour a g i r  s u r  l a  perméabi l i té  ca l c ique  ou s u r  l e s  s i t e s  de l i a i s o n s  du Ca++ 

d e v a i t ,  en e f f e t ,  r é v é l e r  que l e  Ca++ e s t  bien l e  s igna l  e f f e c t i f  de l a  

maturat ion chez ces  i n v e r t é b r é s  marins.  

Chez l e s  Amphibiens, l a  n é c e s s i t é  de l a  présence de ca t ions  d iva l en t s ,  

dans l e  mi l ieu  e x t é r i e u r , a  é t é  s igna lée  pour l a  première f o i s  par R E R R I A M  

(19711 e t  il e s t  vraisemblable  que l 'épuisement  expérimentai  des compart i -  

ments i n t r a c e l l u l a i r e s  nuise  également dans ce c a s  au bon d6roulement 

de l a  maturat ion.  Actuellement,  on reconnai t  que l a  progestérone e t  que 



de nombreuses substances mimétiques peuvent déclencher l a  maturation même en 
+ + 

absence de Ca externe [KNAUBER e t  ARANCIBIA c i t é s  par KOFOID e t  al . ,  1979 ; 

MASUI e t  al., 1979 j MOREAU et al. ,  19801. Il  convient d ' a jou te r  que l e s  

ions l n + +  [ROBINSON, 1979 ; KOFOID e t  aZ. 1979 ; MOREAU e t  a l . ,  19831 e t  

La3 + (SCHORDERET-SLATKINE e t  al. , 1976 1 qui  déplacent l e s  ions ~ a + +  de 

leurs  s i t e s  membranaires permettent également l a  repr i se  de l a  méiose ovocy- 

t a i r e  chez Xenopus. BAULIEU e t  al. (19781 e t  SCHORDERET-SLATKINE e t  al. 119751 

donnent une l i s t e  extensive de composQs t r è s  d ivers  q u i  pourraient déclencher 

l a  méiose en agissant  par mobilisation du ca f+ .  

L ' u t i l i s a t i on  des t raceurs  rad ioac t i f s  é c l a i r e  au s s i  singulièrement ce 

problème. A i n s i ,  chez Xenopus, O'CONNOR e t  al .  (19771 observent une l en te  
+ + 

augmentation de l'accumulation de Ca qui décline avant l a  rupture de l a  

vésicule germinative, ce t  e f f e t  e s t  inhibé en présence de cycloheximide ou 

de théophylline. Ces derniers  auteurs montrent, en outre ,  u n  ef f lux rapide 
++ 

e t  conséquent de Ca pa r a l l è l e  à l ' e f f l u x  de K+. Leur conclusion principale 

e s t  que l e  trai tement hormonal pourra i t  bien provoquer une augmentation de 
+ + 

l a  concentration in te rne  en ions Ca l i b r e s .  MORRILL e t  al. (19801 

a r r iven t  à l a  même conclusion, chez Rana pipiens,  où d ivers  agonistes 

comme l a  progestérone, l ' i n s u l i n e ,  l e  D 600 e t  l e  La3+ engendrent une diminu- 

t ion  de 1 'accumulation de ~ a + +  e t  u n  accroissement d 'ef f  lux pendant l e s  

quinze premières minutes, En revanche, l ' ionophore A 23187 s t imulera i t  2 la  
+ + 

f o i s  accumulation e t  eff lux de Ca . Dans ces  conditions, l ' ionophore apparaît  

s 'opposer à l a  m tu ra t i on  a l o r s  q u ' i l  s e  révèle u n  inducteur ef f icace  dans 

l e  cas de Xenopus (WASSERMAN e t  MASUI, 1975a ; MOREAU e t  a i . ,  197E1. Chez 
+ + 

c e t t e  même espèce, l ' i n j e c t i on  iontopharétique de Ca dans l a  région 

co r t i c a l e  des ovocytes déclenche l a  maturation (MOREAU e t  al . ,  19761. On 

notera enfin que BALTUS e t  aZ.,(19771, en augmentant simplement l a  concen- 
+ + + + 

t r a t i on  externe de Ca e t  de Mg ont pu déclencher la  r ep r i s e  de l a  méiose 

chez Xenopus, en absence même de tout  traitement par l ' ionophore. 

++ 
1.3.2. Mobilisation du C a  i n t r a c e l l u l a i r e  

Alors que, chsz l e s  Mollusques, nous avons s ignelé  l ' importance d'un 
+ + 

influx de Ca l o r s  du déclenchement de l a  maturation, l e  cas de l 'ovocyte 

des Annélides Sabel lar ia ,  Chaetoptems -et Arenicola qui peuvent maturer en 



+ + 
mil ieu  dépourvu de  Ca , p a r l e  en f aveu r  de l ' i n t e r v e n t i o n  d'une l i b é r a t i o n  

du ~ a + +  i n t e r n e .  L ' u t i l i s a t i o n  d 'aequorine e t  de f r a c t i o n s  r i c h e s  en membrane 

plasmique a  permis de montrer l a  r é a l i t é  de ce  phénomène chez ArenicoZa 

(MEIJER, 19801. Une démonstration p lus  d i r e c t e  de ce  phhomène a  é t é  f o u r n i e  

dans l e  cas  des  ovocytes d ' é t o i l e  de mer. MOREAU e t  al .  (19781 ont i n j e c t é  

une photoprotéine,l'aequorine,dans des  ovocytes de Mar thas t e r i a s  gZaciaZis. 

Q u ' i l  s ' a g i s s e  d'un groupe d 'ovocytes  ou d'un ovocyte i s o l é ,  l e s  au t eu r s  

observent  qu'un f l a s h  lumineux dépendant de l a  concent ra t ion  s e  produi t  

régul ièrement  moins de 2 secondes a p r è s  add i t i on  de l'hormone. Ce t t e  

réponse t r a n s i t o i r e  ne dure pas p lus  de 30 secondes e t  correspond 3 une 
+ + 

augmentation micromolaire de l a  concent ra t ion  i n t e r n e  en Ca l i b r e ,  pour 

un s e u i l  hormonal éga l  à 0 , l  UM (MOREAU e t  GUERRIER, 1979 ; MOREAU e t  al . ,  

1978 a l .  

L'importance d'une t e l l e  réponse ca l c ique  l o r s  de l e  r e p r i s e  de l a  

méiose de l ' é t o i l e  de mer e s t  é tayée  pa r  l e s  observa t ions  su ivan te s  : 

- s e u l s  l e s  analogues s t ruc tu raux  a c t i f s  de l a  1-MeAde e t  s e s  mimétiques 
+ + 

déclenchent  une l i b é r a t i o n  t r a n s i t o i r e  de Ca dépendante de l a  concent ra t ion  

(GUERRIER e t  al., 1979 ; MOREAU e t  al.,  1978 b l .  

- l'EGTA, q u i  c h é l a t e  l e  ~ a + +  l i b é r é ,  bloque l a  réponse lumineuse e t  l a  

maturat ion s i  on l ' a j o u t e  avant  e t  pendant l e  temps d ' â p p a r i t i o n  de l a  réponse 

ca l c ique .  

- de nombreux i n h i b i t e u r s  de l a  réponse b io logique  (D 600, piocalne,  
+ + 

t é o p h y l l i n e )  empêchent l a  méiose en aba i s san t  l a  réponse Ca i n t r a c e l l u l a i r e  

au-dessous de l a  va leur  s e u i l  e f f i c a c e .  Ces deux réponses sont  r e s t au rées  

en augmentant l a  concent ra t ion  de 1-MeAde (GUERRIER e t  al . ,  1978 ; MOREAU 

e t  a l . ,  1978 a l .  

Chez l e s  Amphibiens, WASSERMAN e t  aZ.[19801, t r a v a i l l a n t  s u r  des 

ovocytes  i nd iv idue l s  de mutant a l b i n o s  de Xenopus, on t  également d é c r i t  une 
+ + 

l i b é r a t i o n  t r a n s i t o i r e  i n s t an t anée  de Ca i n t r a c e l l u l a i r e  dès  app l i ca t ion  

de l a  progestérone.  Nous ver rons  que nos r é s u l t a t s  ne d i f f è r e n t  de ceux 

de WASSERNAN e t  a l .  119801 que s u r  ie plan c i n é t i q u e  (MOREAU e t  al., 1380 ; 

V I L A I N  e t  al . ,  19801. 



+ + 
En d é f i n i t i v e ,  l ' e n s e m b l e  de  c e s  données  t e n d r a i t  donc à p r é s e n t e r  l e  Ca . 

comme l e  messager s e c o n d a i r e  u n i v e r s e l  r e s p o n s a b l e  du déclenchement de  l a  rratu- 

r a t i o n ,  q u ' i l  a g i s s e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' u n  i n f l u x  comme c h e z  l e s  Mollusques 

b i v a l v e s  ou p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' u n e  l i b é r a t i o n  à p a r t i r  d e s  compar t iments  

i n t e r n e s  comme c h e z  l ' é t o i l e  d e  mer ou l e s  amchib iens .  

Un t e l  changement dans  l a  compar t imen ta t ion  du ~ a + +  p o u r r a i t  f o r t  b i e n  

c o n t r a l e r  l e s  p e r m é a b i l i t é s  i o n i q u e s  e t  i n f l u e r  s u r  l ' a c t i v i t é  d e  l a  pompe 

~ a +  - K' a i n s i  que  c e l a  a d é j à  é t é  é c r i t  pour  l ' o v o c y t e  d ' é t o i l e  d e  mer 

[DOREE, 1981 ; GUERRIER e t  a l . ,  19791. Cépendant,  i l  demeure d i f f i c i l e  

d ' a n a l y s e r  p l u s  a v a n t  c e t t e  s i t u a t i o n  l o r s q u ' o n  i g n o r e  t o u t  d e s  b a s e s  i o n i q u e s  

du p o t e n t i e l  de  membrane e t  d e  l a  conduc tance  membranaire d e s  ovocy tes .  

1.4. CONCLUSION 

L'ovocyte  d e s  amphibiens  c o n s t i t u e  un bon modèle de  c e l l u l e - c i b l e  r é a g i s s a n i  

à un s i g n a l  hormonal. C ' e s t  un sys tème p a r t i c u l i è r e m e n t  f a v o r a b l e  pour  é t u d i e r  

l e s  mécanismes b ioch imiques  e t  p h y s i o l o g i q u e s  q u i  c o n t r a l e n t  l a  r e p r i s e  d e  l a  

d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .  L ' a r r ê t  d e  l a  m a t u r a t i o n  à un s t a d e  p l u s  ou moins avancé  

de  l a  méiose e t  l e  redémarrage de  c e l l e - c i  sous  l ' i n f l u e n c e  de  d i v e r s  s t i m u l i  

e x t é r i e u r s  [hormones, mimétiques1 r e p r é s e n t e n t  d é j à  une s i t u a t i o n  p r i v i l é g i é e .  

Le f a i t  que  l ' i m p a c t  de  c e s  s t i m u l i  s e  s i t u e  au niveau de  l a  membrane plasmique 

e t  q u ' i l p e u t  e n r é s u l t e r  une a c t i v a t i o n  du fonct ionnement  d e  d i v e r s  enzymes 

c l é s  [ c o n t r a l e  p o s t - t r a d u c t i o n n e l )  c o n s t i t u e  un a u t r e  é lément  d ' i n t é r ê t .  

Enf in ,  nous avons  vu q u e  l a  r e p r i s e  d e  l a  méiose s ' s f f e c t u e  p a r  l ' i n t e r -  

m é d i a i r e  d 'un  f a c t e u r  i n t r a c y t o p l a s m i q u e  u n i v e r s e l ,  l e  WPF, d o n t  l ' é l a b o r a t i o n  

p o u r r a i t  elle-mgme répondre  à l ' a c t i o n  d 'un messager s e c o n d a i r e  u b i q u i s t e  e t  

q u ' i l  c o n v i e n t  de  mieux appréhender .  

Au c o u r s  d e  c e t t e  é t u d e  b i b l i o g r a p h i q u e ,  nous avons p a s s é  en revue  nombre 

de  données q u i  c o n d u i s e n t  t o u t e s  à p e n s e r  que l e  c o n t r ô l e  hormonal d e s  p r o c e s s u s  

de  l a  ma tura t ion  p o u r r a i t  s ' ~ x e r c e r  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d 'un changement d e s  

a c t i v i t é s  i o n i q u e s  i n t r a c e l l u l a i r e s .  Les c a u s e s  immédiates e t  l a  s i g n i f i c a t i o n  

de  c e s  v a r i a t i o n s  q u i  a f f e c t e n t  p o t e n t i e l  e t  conductance  membranaire ne s o n t  

pas  encore  c l a r i f i é e s .  



L'un des o b j e c t i f s  e s s e n t i e l s  de c e  t r a v a i l  a  é t é  de t e n t e r  d ' a p p o r t e r  

une réponse à c e s  ques t ions .  11 s ' i n s c r i t  donc pleinement dans l 'ensemble des  

recherches q u i  ont  é t é  menées dans c e  domaine. Son o r i g i n a l i t é  p r i n c i p a l e  

repose dans l a  s t r a t é g i e  que nous avons adoptée e t  q u i  a  c o n s i s t é  : 

- A é tendre  l ' a n a l y s e  du processus de maturat ion au c a s  des  Amphibiens 

Urodèles ,  longtemps négl igés  e t  qu i ,  comme l e s  Anoures, répondent à l a  proges- 

t é rone  pendant une p a r t i e  au moins de l ' année  ( V I L A I N ,  10771 e t  s e  re t rouvent  

également bloqués en métaphase de deuxième d i v i s i o n  de maturat ion.  

- A t e n t e r  de mieux comprendre l e s  mécanismes par  l e s q u e l s  l e  s i g n a l  

hormonal peut e n t r a i n e r  un changement des  p r o p r i é t é s  é l e c t r i q u e s  membranaires 

e t  des  a c t i v i t é s  intracytoplasmiques.  

- A rechercher  enf in  des  arguments expérimentaux o o j e c t i f s ,  suscep- 

t i b l e s  d ' a s s e o i r  no t r e  hypothèse p r i n c i p a l e  se lon  l a q u e l l e  l ' i o n  Ca++ 

p o u r r a i t  i n t e r v e n i r  dans l e  déclenchement de l a  méiose e t  c o n t r â l e r  l e s  d i v e r s  

mouvements ion iques  qui  l 'accompagnent. 

Il  va de s o i  que l ' o r i e n t a t i o n  de c e  programme s ' e s t  t rouvé  i n f l é c h i e  en 

fonc t ion  de l ' é v o l u t i o n  des  techniques e t  de l ' é t a t  d'avancement de l a  ques t ion .  
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2.1. METHODES GENERALES 

2.1.1. Preparation des ovocytes 

Des f e m e l l e s  ma tures  de  Xenopus Zaevis, PZeurodeZes wzzt Z i i  e t  Arnbystom 

mmicanwn, provenant  de  d i v e r s e s  s o u r c e s ,  o n t  é t é  maintenues en é l e v a g e  t a n t  à 

L i l l e  q u ' a  Roscof f .  E l l e s  ne  s u b i s s e n t  aucun t r a i t e m e n t  p r é a l a b l e  p a r  l e s  

hormones hypophysa i res .  Con t ra i rement  à c e  que l a i s s a i t  e n t e n d r e  un c e r t a i n  

nombra d e  p u b l i c a t i o n s  a n t é r i e u r e s  [BRACHET e t  az., 1970 ; BRACHET, 1974,  

BARSACCHI, PILONE e t  HUMPHRIES, 19751, c e  t r a i t e m e n t  s e  r é v è l e  

t o u j o u r s  i n u t i l e  même d a n s  l e  c a s  d e s  amphibiens  u r o d è l e s  [VILAIN, 19771. 

Après a n e s t h é s i e  d e s  animaux au  US 222 [ T r i c a l n e  méthane s u l -  

f o n a t e ,  Sandozl ,  un f ragment  d ' o v a i r e  e s t  p r é l e v é  dans  l a  c a v i t é  abdominale .  

Les f o l l i c u l e s ,  p r é p a r é s  p a r  d i s s e c t i o n  manue l l e ,  s o n t  p l a c é s  pour é q u i l i b r a -  

t i o n  dans  l e s  m i l i e u x  p h y s i o l o g i q u e s  c h o i s i s , p e n d a n t  6 à 1 2  heures ,  à l a  

t e m p é r a t u r e  de  13-14OC. Ce d é l a i  permet l ' é l i m i n a t i o n  d e s  f o l l i c u l e s  l é s é s  ou 

éven tue l l ement  s t i m u l é s  p a r  l e  t r a i t e m e n t  mécanique. I l  f a v o r i s e  également  

l ' o b t e n t i o n  d 'une  p o p u l e t i o n  homogène de  c e l l u l e s  q u i  s e  t r o u v e n t  p l a c é e s  dans 

un m i l i e u  p a r f a i t e m e n t  d é f i n i  a p r è s  é q u i l i b r a t i o n  d e s  compartiments i o n i q u e s  

q u i  e n t o u r e n t  l ' o v o c y t e  [ e s p a c e  s o u s - f o l l i c u l a i r e ,  m i l i e u  e x t e r n e ] .  

La m a j o r i t é  d e s  e x p é r i e n c e s  r é a l i s é e s  a  p o r t é  s u r  d e s  f o l l i c u l e s  

e n t i e r s .  C e r t e i n e s  e x p é r i e n c e s  s p é c i f i q u e s  o n t  n é c e s s i t é  une d é f o l l i c u l a t i o n  

p r é a l a b l e  d e s  ovocy tes .  Pour  c e  f a i r e ,  t r o i s  p rocédés  o n t  é t é  u t i l i s é s  : 

- d i s s e c t i o n  manue l l e  à l ' a i d e  de  p i n c e s  f i n e s .  

- a g i t a t i o n  mécanique r o t a t o i r e  dens  un bécher  don t  l a  p a r o i  i n t e r n e  

é t a i t  r e v ê t u e  de  p a p i e r  a b r a s i f  à g r a i n s  t r è s  f i n s  (0 .05 y m ) .  

- t r a i t e m e n t  enzymatique à l a  c o l l a g é n a s e  (Worthington,  5  h, 1 mg/mll. 

Ce t r a i t e m e n t  e s t  s u i v i  d ' u n s  p é r i o d e  de  r é c u p é r a t i o n  à 4OC (12  h e n v i r o n ] .  



2.1.2. M i l i e u x  p h y s i o l o g i q u e s  

Q u a t r e  m i l i e u x  p h y s i o l o g i q u e s  de  base  o n t  é t é  u t i l i s é s ,  dont  les 

compos i t ions  i o n i q u e s  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

- S o l u t i o n  de  S t e i n b e r g  : 

NaCl 58 mM ; K C 1  0 ,67  mM ; Ca CNG312 0 , 3 3  mM ; MgSG4 0 , 8 2  m M #  

- S o l u t i o n  de  Merriam [MERRIAM, 1971 a l .  

NaCl 88 mM ; K C 1  1  mM ; Ca [NG312 0 ,33  mM ; MgS04 0 , 8 2  mM ; 

CaC12 0,41 mM. 

- S o l u t i o n  de  Ringer  : 

NaCl 112 mM ; KC1 2  mM ; CaC12 1,3 mM. 

- S o l u t i o n  OR2 de  WALLACE (WALLACE e t  al., q9731 

NaCl 8 2 , 5  mfl ; K C 1  2 , s  mM ; CaC12 1  mM ; MgC12 1  mM ; 

Na2HP04 1  mM. 

Le pH de  c e s  s o l u t i o n s  e s t  a j u s t é  à 7.4  -7 ,6  à l ' a i d e  du tampon 

Hepes/NaOH. 

Poua l a  m a t u r a t i o n ,  l e  m i l i e u  OR2 nous a  t o u j o u r s  f o u r n i  l e s  m e i l l e u r s  

r é s u l t a t s .  P a r  a i l l e u r s ,  d i v e r s e s  s o l u t i o n s  de composi t ion i o n i q u e  m o d i f i é e  

o n t  é t 4  p r é p a r é e s  a f i n  d ' é t u d i e r  l e s  p r o p r i é t é s  d e  p e r m é a b i l i t é  de  l a  membrane 

o v o c y t a i r e .  

- Les s o l u t i o n s  h y p e r p o t a s s i q u e s  r é s u l t e n t  de l ' a p p o r t  d ' i o n s  K +  sous  l a  

forme de  K2S04. La c o n c e n t r a t i o n  p o t a s s i q u e  e x t e r n e  ( ~ ' 1  e s t  r é d u i t e  e n  deçà 

de l a  v a l e u r  normale du m i l i e u  d e  r é f é r e n c e  en diminuant  l a  c o n c e n t r a t i o n  de 

K C 1 .  

- Les m i l i e u x  hyposodiques r é s u l t e n t  de  l a  d iminu t ion  de  l a  c o n c e n t r a t i o n  de 

NaCl, ( c l - l e  é t a n t  maintenue c o n s t a n t e  p a r  a p p o r t  de  c h l o r u r e  de  c h o l i n e .  

- Les i o n s  C l -  o n t  é t é  r emplacés  p a r  du p r o p i o n a t e  ou de l ' i s e t h i o n a t e  

de Na. 

- S u r  l e s  m i l i e u x  s a n s  ~ a + +  e t  s a n s  Mg", nous avons a j o u t é  s o i t  de  l ' a c i d e  

é t h y l è n e  diamine t s t r a - a c é t i q u e  (EDTAI q u i  ccmplexe l e s  i o n s  ~ a + +  e t  Mg", 

s o i t  de  l ' a c i d e  é t h y l è n e  g l y c o l  b i s  [ a m i n o - e t h y l - e t h e r l  -N-N ' - t é t r a  a c é t i q u e  

(EGTAI q u i  complexe l e s  i o n s  ~ a + + .  

2 . 1 . 3 .  Méthodes d'observation 

Outre  l ' o b s e r v a t i o n  v i t a l e  q u i  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  e f f i c a c e  dans  l e  

c a s  d e s  amphibiens u r o d è l e s ,  nous avons eu r e c o u r s  aux t e c h n i q u e s  c y t o l o g i q u e s  

pour l a  mise en év idence  d e s  f i g u r e s  de  d i v i s i o n  e t  aux t e c h n i q u e s  c y t o c h i -  

rniques pour  l ' é v o l u t i o n  du glycogène.  Les o b s e r v a t i o n s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  en 

rnicroscopia  photonique e t  G l e c t r o n i q u e .  



Planche I : Les p r i n c i p a l e s  é t a p e s  de l a  m a t u r a t i o n  de Z'ovocytc 
de PZeurodèZe . 

Figure A e t  B : Ovocytes  t é m o i n s  n ' a y a n t  s u b i  aucun t r a i t e m e n t  
hormonal.  pa : pô le  animal  ; pu : pô le  v é g é t a t i f  ; 
c f  : ceZluZes  f o Z Z i c u Z a i r e s ,  vg : v é s i c u l e  germina- 
t i v e ,  v i  : v i t e l l u s  ( X  1 5 ;  X 1 7 0 ) .  

Figures  C e t  D : Migra t ion  de l a  v é s i c u l e  g e r m i n a t i v e  au pale  
animal  a p r è s  t r a i t e m e n t  des  o v o c y t e s  à l a  p r o g e s t é -  
rone .  Ovocytes  au s t a d e  V G .  En m i g r a n t ,  Za v é s i c u l e  
g e r m i n a t i v e  ( v g )  l a i s s e  d e r r i B r e  e  ZZe une t ra i fnée  

. de cy top lasme  dépourvu de v i t e  ZZus f f Zèche)  
( X  1 5 ;  X 1 7 0 ) .  

Figures  E e t  F : Ovocytes  a p r è s  i a  ruptuz*e de l ' e n v e l o p p e  nucZd 
a i r e .  A p p a r i t i o n  de l a  t â c h e  de m a t u r a t i o n  f t m )  e t  
format ion  du fuseau  métaphas ique  i f )  de l a  deuxième 
d i v i s i o n  m é i o t i q u e .  Les chromosomes ( c h r )  s o n t  b i e n  
i n d i v i d u a l i s é s .  L 'une  des  p o i n t e s  du fuseau  v i e n t  
a f f l e u r e r  l a  s u r f a c e  membranaire.  ( X  15 ; x 800). 





2.1.3.1. Microscop ie  pho ton ique  

Ovocytes témoins e t  ovocytes s t imulés  ont é t é  f i x é s  dans l e  Bouin 

Hollande t o u t e s  l e s  heures pendant une période de 24 heures .  Les p ièces  sont  

ensu i t e  i n c l u s e s  dans l e  pa rap la s t e  ap rè s  passage dans une so lu t ion  de c o l l o i -  

d ine  d i l u é e  à 1 % dans l e  benzoate de méthyl. 

Les ovocytes sont  déb i tg s  en coupes s é r i é e s  de 7 Pm, co lorées  par  l e  

rouge nuc léa i r e  a s soc i ée  au picro-indigocarmin. 

2.1 .3.2. Microscop ie  é l e c t r o n i q u e  

Les ovocytes sont  f i x é s  au glutaraldéhyde 2 , 5  % dans du tampon phos- 

phate 0,OS M ,  ph = 7 , 4  pendant 24 heures.  Avant l a  passage dans l a  so lu t ion  de 

lavage, l e s  deux hémisphères animal e t  végé ta t i f  sont  séparés .  Les ovocytes 

subissent  une post f i x a t i o n  de 3 h. au te t roxyde  d'osmium à 1 % danr l e  tampon 

phosphate. L 'expos i t ion  des p ièces  à l ' a c é t a t e  d 'u ranyle  1 % dans l ' a l c o o l  70' 

e s t  e f f ec tuée  en cours  de déshydra ta t ion .  Après inc lus ion  dans l ' épon ,  l e s  

coupes sont  r é a l i s é e s  à l ' u l t r an i c ro tome  REICHERT OMU2, puis  ramassées s u r  des 

g r i l l e s  à membrane (parlodion en so lu t ion  0,4 % dans l ' a c é t a t e  d ' i soamyle l .  E l le :  

sont  c o n t r a s t é e s  par  l e  c i t r a t e  de p l ~ m b  selon l a  technique de REYNOLDS (19631 

précédée d'un passage dans l ' a c é t a t e  d 'u ranyle  en so lu t ion  a lcool ique .  Las 

g r i l l e s  ont  é t é  examinées s u r  un microscope é lec t ronique  JEÛLJEM 120.  

2.1.4. Etude de la maturation 

F o l l i c u l e s  ou ovocytes i s o l é s  ont  é t é  soumis en cont inu à l ' e c t i o n  de 

l a  progestérone (1 ug/ml, SIGMA1 ou de d i v e r s  agents  mimétiques. Les incubat ions  

ont sn géné ra l  é t é  r é a l i s é e s  à l a  température ambiante. 

La maturation e s t  un processus relat ivement  l e n t  q u i  comprend l a  

migration de l a  vés i cu le  germinat ive vers  l e  pôle  animal e t  sa  rupture ,  

l ' émis s i cn  du premier globule p o l a i r e  e t  l a  formation du fuseau de deuxième 
- 

d iv i s ion  de maturation qui  r e s t e  bloqué sn métaphase [Planche I l .  

Chez l e s  Urodèles,  il  e s t  t r è s  f a c i l e  de s u i v r e ,  sous une loupe 

b inocu la i r e ,  l e s  d i v e r s e s  é tapes  de l a  maturat ion.  La planche 1 f i g .  A 

présente  un ovocyte de Pleurodèle  en f i n  de c ro issance  dont l e  diamètre e s t  

i n f s r i e u r  à 1,5 mm.  Pendant l e s  premières heuïes  d ' i ncuba t iûn  hormonale, 



PZanche I I  : Vue d ' e n s e m b l e  d ' u n  o v o c y t e  de PZeuroddZe ab 
t e rme  de s a  c r o i s s a n c e .  Coupe r é a l i s é e  au  p ô l e  
anima 2 .  

L renveZoppe  v i t e l l i n e  ( e u )  e s t  t r a v e r s é e  par  l e s  
m i c r o v i Z Z o s i t é s  (mu)  de Z ' o u o c y t e  ( o u ) ,  a i n s i  que  
par  Zes m a c r o v i Z Z o s i t 6 s  (ma)  q u i  s o n t  Zes p r o l o n g e -  
men t s  c e Z Z u Z a i r e s  d e s  ceZZuZes f o Z Z i c u Z a i r e s  ( c f ) .  
Le c y t o p l a s m e  c o n t i e n t  d e s  mélanosomes ( m l ) ,  d e s  
p l a q u e t t e s  v i t e  ZZ ines  ( v i l ,  d e s  v é s i c u Z e s  l i p i d i q u e ;  
( 2 1 ,  d e s  m i t o c h o n d r i e s  i m )  c o n c e n t r é e s  e n  grande 
p a r t i e  dans  l a  zone  c o r t i c a l e  du cy topZasme ,  e t  d e s  
l a m e l l e s  anne Zées  ( Z a )  . (X 8 0 0 0 ) .  





Planche I I I  : Morphologie de Zu s u r f a c e  o v o c y t a i r e  e t  du c y t o -  y 
de Z ' e n v e l c p p e  .. . de l a  v é s i c u l e  g e r m i n a t i v e  - .  
( 1  2 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n  hormonazel . 
La membrane plasmique ( p m )  ne p r é s e n t e  p l u s  de 
v d r i t a b Z e s  m i c r o v i l  l o s i t é s .  
Le c y t o p  lasme c o r t i c a l  dépourvu d ' o r g a n i t e s  c y t o -  
p lasmiques  e s t  e n v a h i  par des  masses c o n s i d é r a b l e  
de v é s i c u l e s  ( v e ,  é t o i l e )  de d i f f é r e n t e  t a i l l e .  
Le g lycogène  ( 9 2 )  cy top lasmique  forme d e s  p e t i t s  
groupes compacts ; un. granule  dense ( g d )  s i t u é  
prds du plasmaZemme peu t  ê t r e  observé  à ce s t a d e .  
(X 4 2 0 0 0 ) .  





aucun changement morphologique apparent ne s e  produi t ;  après  5 à 6 heures ,  
.m l e s  vés i cu le s  germinat ives  i n t a c t a s e m i g r e n t  au pôle  animal oL e l l e s  

a f f l e u r e n t  sous l a  membrane plasmique. E l l e s  des s inen t  supe r f i c i e l l emen t  

une tâche  c i r c u l a i r e  e t  t r a n s l u c i d e .  Ce s t a d e  vés i cu le  germinat ive animale 

( V . G . A . 1  e s t  r ep ré sen té  Planche 1 f i g .  C .  La tache  s e  r é d u i t  e n t r e  9 e t  12 

heures puis  d i s p a r a i t  pour f a i r e  p lace  à une zone c l a i r e  au c e n t r e  de l a q u e l l e  

on observe un poin t  sombre (P1.1, f i g .  E l .  Cet ensemble correspond à ce  q u i  

e s t  communément appelé  l a  tache  de maturat ion.  On d i s t i n g u e  a s s e z  aisément 

l e  premier g lobule  p o l a i r e  sombre au c e n t r e  de l a  tache  c l a i r e  e t  u n  second 

point  n o i r  décent ré  qu i  correspond à l ' a t t a c h e  d u  fuseau de 2ème d i v i s i o n  

de maturation. Dans l e  même temps, l e s  c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  s e  détachent  

de l ' ovocy te  e t  l a  pigmentation s e  modif ie  : e l l e  devien t  foncés  e t  granuleuse 

dans l 'hémisphère animal.  

Au niveau de r4so lu t ion  u l t r a s t r u c t u r a l ,  l ' ovocyte  de P leurodèle ,  

comme c e l u i  de tous  l e s  amphibiens e s t  en touré  par  une couronne cont inue  de 

c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  e t  par  une enveloppe v i t e l l i n e  s t r u c t u r é e  ( P l  III. 

Cel le -c i  e s t  t r a v e r s é e  par  l e s  mac rov i l l o s i t é s  de c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  qu i  

é t a b l i s s e n t  des  jonc t ions  avec l a  membrane plasmique de l 'ovocyte .  La su r f ace  

c e l l u l a i r e  e s t  ornée de nombreuses m i c r o ~ i l l o s i t é s  e t  l e  cor tex  forme une mince 

bande cytoplasmique dans l a q u e l l e  abondent des  mitochondries,  des  mélanosomes 

l o c a l i s é s  dans l 'hémisphère animal e t  des  plages c la i r semées  de glycogsne. 

L'ovocyte e s t  envahi par  un v i t e l l u s  extrêmement r i c h e  dans lequel  on observe 

p a r f o i s  des l ams l l e s  annelées .  Après s t imu la t ion  hormonale, on a s s i s t e  

à une réduct ion progress ive  des m i c r o v i l l o s i t é s  : l a  sur face  tend à s e  

r édu i r e  (P1.IPIl .Simultanément,  l e  glycogène s'accumule au pôle  animal 

puis  il e s t  expulse dans l ' e space  p é r i v i t e l l i n .  Nous avons montré que ce 

phénomène ne p r é s e n t s  pas un c a r a c t è r e  généra l  CTAGHY e t  VILAIN, en prgpa- 

ra t ion1  p u i s q u ' i l  e s t  absent  chez Xenopus e t  beaucoup moins développé dans 

l e  cas  ~d'Ambystona. 

2 . 1 . 5 .  Critères de la maturation 

Nous avons vu que l a  simple observat ion morphologique permet de 

su iv re  aisement l a  maturat ion de l ' ovocy te  des  Urodèles. Il n 'en  va pas d e  même 

chez Xenopus où l a  rupture  de  l a  vés i cu le  germinat ive su rv i en t  pendant l e  cours  



même de  sa migrat ion.  Au bout de 5 B 6 heures ,  on observe encore, dans ce  ca s ,  

une t ache  de maturat ion.  Cependant, c e  s e u l  s igne  e x t é r i e u r  ne peut c o n s t i t u e r  

à l u i  s e u l ,  u n  c r i t è r e  o b j e c t i f  du succès de l a  maturat ion.  Une évolut ion 

anormale des ovocytes,  appelée "pseudomaturation" peut,  en e f f e t ,  reprodui re  

c e t  a spec t  en l ' absence  même de t o u t e  formation d'un fuseau méiotique 

STEINERT e t  a l . ,  19741.  Dans ces  cond i t i ons ,  l e s  con t rô l e s  cytologiques 

s ' a v è r e n t  par t icu l iè rement  néces sa i r e s .  Cependant, il e x i s t e  une a u t r e  

technique rap ide  e t  sûre  q u i  permet de conclure au succès de l a  maturation. 

Cet te  technique,  que nous avons systématiquement u t i l i s é e ,  c o n s i s t e  à 

s t imu le r  l 'ovocyte  par  un courant  ( B O  V ,  200 m s l  appl iqué e n t r e  deux 

é l e c t r o d e s  Ag.AgC1. Ce t r a i t emen t  provoque l ' a c t i v a t i o n  des oeufs maturés 

[émission du deuxième globule p o l a i r e ,  appa r i t i on  d u  c r o i s s a n t  g r i s ,  pseudo- 

segmentat ion] .  Chez Xenopus, on observe,  en ou t r e ,  l ' é l é v a t i o n  de l a  membrane 

de fécondat ion ,  phénomène q u i  ne s ' obse rve  pas chez l e s  Urodèles qui  sont  

dépourvus de granules  cor t icaux  e t  ne présenten t  pas de r éac t ion  c o r t i c a l e .  

2 . 2 .  METHODES ELECTROPHYSIOLOGIQUES 

2 . 2 . 1 .  Mesure des p o t e n t i e l s  

Le p o t e n t i e l  de membrane e s t  mesuré e n t r e  une é l e c t r o d e  de ré férence  

AgAgCl, e t  une micropipe t te  remplie de KC1 3 M D  dont l a  r é s i s t a n c e  a s t  comprise 

e n t r e  15  e t  40 M S 2 .  

Lin ampl i f i ca t eu r  WPI M707, possédant une impédance d ' e n t r é e  de 10120, 

e t  un courant  de f u i t e  < 5 pA . permet l a  l i a i s o n  e n t r e  l a  microélectrode e t  

l e s  systèmes d 'enregis t rement   oscilloscope, e n r e g i s t r e u r  Servotrace Sefram 

ou Gouldl. 

La pénét ra t ion  de l a  microélectrode e s t  f a c i l i t é e  lorsque  nous 

f a i sons  v a r i e r  1s compensation de c a p a c i t é  dans l e  c i r c u i t  deMfeed  backnde 

I ' ampl i f  i c o t e u r .  

2 . 2 . 2 .  Mesure des d i f f é r e n t s  paramètres membranaires 

La mesure des d i f f é r e n t s  paramètres membranaires paut s e  f a i r e  : 

, en imoosant u n  courant  1 à t r a v e r s  l a  membrane dans des condi t ions  



Figure 2 : Principe de la naesme en courant irtposé ( c u r e n t  clamp). 

E r  : potentiel de repos ; Rrn : résistance membranaire ; 
Cm : Capacité medrunaire ; Em : potentiel de membrane ; 
I : Courant constant. 

TIm 

Figure 3 : Principe de la mesure en potentie l imposd (voltage-clamp) . 
I m  : courant membranaire to ta l  ; 
Ic  : courant capan t i f  ; 
IL : courant ionique 
E : potentiel imposé ; 
E r  : potentie Z de repos. 
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F-igure 4 : Schéma Qlectrique sinp? Zi f ié  de la membrane p ilasrnique. 

dm : Bésistance membranaire 
Cm : Capacité membrcmaire 
E r  : fem due aux ions 
Em : potentiel de membrane 



de d e n s i t é  de cou ran t  un i fo rme e t  en mesurant l a  d.d.p. aux bornes de l a  

membrane. Le schéma de p r i n c i p e  e s t  r ep résen té  su r  l a  f i g .  2 .  C e t t a  mesure 

s ' a p p e l l e  mesure en couran t  imposé ( c u r r e n t  c lampl .  

. en imposant un p o t e n t i e l  ConstantE aux bornes de l a  membrane e t  

en e n r e g i s t r a n t  l e  couran t  I m  correspondant.  La f i g .  3  r ep résen te  l e  schéma 

de p r i n c i p e .  C ' es t  l a  mesure en p o t e n t i e l  imposé ( v o l t a g e  c lamp l .  

2.2.2.1. Mesures en courant imposé 

Il e s t  f a c i l e  d ' u t i l i s e r  des modèles physiques pour  d é c r i r e  l e s  

p r o p r i é t é s  membranaires des c e l l u l e s .  En généra l ,  une c e l l u l e  se comporte 

(en p a r t i e  t o u t  au moins1 comme un c i r c u i t  RC, l o r squ ' on  l a  soumet à un 

couran t  1 (F ig .  4 ) .  

S i  un cou ran t  1 [ t l  e s t  app l i qué  au c i r c u i t  de l a  f i g .  2, il va 

se pa r t age r  en deux composantes Ir dans l a  r és i s t ance ,  I c  dans l a  capac i t é .  

l a  l o i  d'Ohm nous permet d ' é c r i r e  

l a  charge de l a  c a p a c i t é  e s t  donnée p a r  

s o i t  en f o n c t i o n  du temps 

9 = [Cm Em1 d t  d t  

- correspond à une q u a n t i t é  d ' é l e c t r i c i t é  p a r  u n i t é  de temps, c ' e s t  1s 
d t  
d é f i n i t i o n  d 'un  couran t .  

en combinant ( 1  1 e t  (31, nous pouvons c a l c u l e r  1 ( t !  : 

Le courant  de s t i m u l a t i o n  e s t  n u l  au temps t = O e t  possède une amp l i tude  

cons tan te  j usqu 'à  l a  f i n  de l ' i m p u l s i o n .  i ' é q u a t i o n  (51 se s i m p l i f i e  donc 

de l a  manière su i van te  : . , 
4 1 1 ,  

tn., ... 



E - kr = i R~ I 1 - e-t/RmCml 

s i  nous posons T = RmCm 

Em - Er = i Rm Il - e  - t / T l  

> 

Em - Er représente  l e  déplacement du p o t e n t i e l  l o r s  d 'une s t imu la t ion ,  e t  l a  

va l eu r  f i n a l e  de c e t t e  dépo la r i s a t ion  e s t  i R m .  La cons tan te  de temps détermine 

l a  v i t e s s e  de v a r i a t i o n  de Em ap rè s  l e  s t imulus .  Par exemple lorsque t = T 

Em - Er = i Rm (1 - e'll = 0,632 i R m  

A l a  f i n  de l ' impul$ion l ' é q u a t i o n  de l a  phase descendante de l a  v a r i a t i o n  de 

~ o t e n t i e l  s e ra  : 

2 . 2 . 2 . 1 . 1 .  A~pLicaZian 

La méthode c l a s s iquepour  mesurer l a  r é s i s t a n c e  d 'une  c e l l u l e  c o n s i s t e  

à app l ique r  un courant  i de va l eu r  déterminée pendant un tomps suffisamment 

long pour que l e  changement de p o t e n t i e l  a i t  a t t e i n t  son maximum. 

Dans c e s  condi t ions  Rm peut ê t r e  dédui t  de l ' é q u a t i o n  : 

e t  l a  cons tan te  de temps e s t  mesurée par  l e  temps A t  mis par  E, - Er pour 

a t t e i n d r e  63 % de i Rm. La capac i t é  e s t  dédu i t e  de l a  mesure 

2 . 2 . 2 . 7 . 2 .  Sydtême à p l 1 ~ 6 i w  constantes de t e m p ~  

Une méthode simple de déterminat ion c o n s i s t e  à u t i l i s e r  une représen-  

t a t i o n  graphique à p a r t i r  oe l ' é q u a t i o n  

posons 
> 

E m - E v  = A E l  

= Vmax 
1 AE = Vmax [ I - e-t/gRC) 

i Rm 
J 

AE - Vmax AE t 
= - e  - t j C R C  ou Log (1  - - ] =  - -  

Vmax Vmax C R C  

Ce t t e  de rn i è re  équat ion e s t  c e l l e  d ' u n  ensemble d~ vec teurs  ayant pour c o e f f i -  
1 1 

c i e n t  d i r e c t e u r  : 
1 

- -  4 - - .  
R i C l  ' R 2 C 2  1 R n C  n 



Figure 5 7  Relation voZtage-courant d'un oeuf fécmzdé insegmenté de 
PZeurodè Ze . 
Les tracés en haut à gauche représentent Zes variations de 
potentie Z obtenues Zors de 2 'app Zication de d i f férents  
éche Zons de courant à travers la membrane ce ZZuZaire. 
Stnr Ze graphique, les variations de potentiel (AV) sorlt 
portées en ordonnée e t  Zes courants (II en abscisse. 



* 

La p e n t e  d e s  v e c t e u r s  s e r a  l ' i n v e r s e  d e s  cons tan tes  de temps du sys tème.  

2 . 2 . 2 . 1 . 3 .  Rc&ztLon vohge-couhant 
Un modèle physiqua n ' e s t  qu 'une  p remiè re  approximat ion de  l a  membrane 

au r e p o s ,  c a r  Rm n ' e s t  pas  c o n s t a n t ,  mais  v a r i e  avec  l e  p o t e n t i e l  d e  membrane. 

C e t t e  p r o p r i é t é  e s t  a p p e l é e  r e c t i f i c a t i o n .  Le t r a c é  de  l a  f i g .  5 e s t  

c o n s t r u i t  en p o r t a n t  l e  c o u r a n t  a p p l i q u é  à l a  c e l l u l e  en a b s c i s s e  e t  l e s  

v a r i a t i o n s  de  p o t e n t i e l  en ordonnée.  

Rm peut  ê t r e  d é d u i t  : Em - Er  - AE - -  
i i 

Pour d e s  d é p o l a r i s a t i o n s  s u p é r i e u r e s  ou i n f é r i e u r e s  à " n '  mV, nous voyons que 

AE/i v a r i e .  En p r e m i è r e  approx imat ion ,  nous c a l c u l e r o n s  donc Rm au v û i s i n a g e  

du p o t e n t i e l  de  r e p o s  ou Rm ne  semble pas  v a r i e r .  

La p l u p a r t  d e s  c e l l u l e s  e x c i t a b l e s  p r é s e n t e n t  d e s  r e c t i f i c a t i o n s  dans 

c e r t a i n e s  r e g i o n s  d e  p o t e n t i e l .  Pa r  exemple, pour  l ' a x o n e  d e  c a l ~ a r  Rm e s t  

c o n s t a n t  e t  grand en h y p e r p o l a r i s a t i o n ,  a l o r s  que  pour d e s  s t i m u l i  d é p o l a r i s a n t s  

Rm e s t  p e t i t  ( H O D G K I N  e t  a l . ,  19521. C e c i  e s t  dû 2 une augmentat ion d e  l a  

conductance  p o t a s s i q u e  en d é p o l a r i s a t i o n .  

Au c o n t r a i r e ,  dans  l e  muscle s q u e l e t t i q u e ,  l a  Rm augmente en 

d é p o l a r i s a t i o n  ( A D R I A N  e t  FREYGANG, 19621 . C e t t e  p r o p r i é t é  e s t  a p p e l é s  

r e c t i f i c a t i o n  a n o m a l e .  On l ' o b s e r v e  a u s s i  sur l a  f i b r e  c a r d i a q u e  (NOBLE, 

19651. Dans c e s  modèles,  c ' e s t  l a  conductance  p o t a s s i q b e  q u i  augmente en 

h y p e r p o l a r i s a t i o n .  

2 . 2 . 2 . 7  .4 .  RcZaLAaZLon pmtique d a  rne;lwru en cowrant 
hpoa 6 

Dans l e s  e x p é r i e n c e s  de  c o u r a n t  imposé, nous avons u t i l i s é  deux 

p i p e t t e s  r empl ies  d e  KC1,  une pour l a  mesure d e  l a  v a r i a t i o n  de  p o t e n t i e l ,  

l ' a u t r e  pour  l ' i n j e c t i o n  du c o u r a n t .  La r é s i s t a n c e  de  c e s  é l e c t r o d e s  e s t  de  

20-40 M n .  L'ovocy te  e s t  c o n s i d é r é  comme une s p h è r e  e t  l e s  é l e c t r o d e s  forment  

e n t r e  e l l e s  un a n g l e  de  60°, a f i n  d ' o b t e n i r  une u n i f o r m i t é  s p a t i a l e  d e  l a  

d i s t r i b u t i o n  du c o u r a n t  (EISENBERG e t  ENGEL, 19701. Les s t i ~ u l a t i o n s  s o n t  

d é l i v r é e s  p a r  un g é n é r a t e u r  d e  créneaux Tek t ron ix  T V  53C, l e  c o u r a n t  é t a n t  

maintenu c o n s t a n t  d a n s  l e  c i r c u i t  de  s t i m u l a t i o n  g r â c e  à une r é s i s t a n c e  de  

f o r t e  v a l e u r  (20Q à 5QC MRI . La v a l e u r  du c o u r a n t  imposé e s t  l u e  aux b o r n e s  

d 'une  r é s i s t â n c e  de  100 kQ ( F i g .  6 1 .  
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Figure 6 : Schéma global du montage électrique u t i l i s é  pour les  mesures 
des paramètres wmbranaires, des ovocytes d 'Amphibien, en 
courant inposé. 



Figure 7 : Principe de Z'assenzrissement QZectronique permettant 
d'inposer un potentie Z de part e t  d'autre de Za 
membrane. 

Ri : résistance de Za microéZectrode de courant 
R2 : résistance de la  microéZectrode de potentie Z 
A : anplificateur opérationnél à grand gain 
Rm : résistance membranaire 
Cm : capacité membranziire 
Em : fem due aux ions 
E : potentiel imposé 
Vrn : potentiel de membrane 
I c  : couxant capacitif 
I : courant ionique 
Im : courant membrunaire 



2.2.2.2. Potentiel imposé 

Cet t e  méthode e s t  incontestablement  supé r i eu re  à c e l l e  du courant  

imposé,, c a r  e l l e  permet de s ' a f f r a n c h i r  du courant  dû à l a  c a p a c i t é  Cm e t  du 

p o t e n t i e l  d ' a c t i o n  observé dans l e s  c e l l u l e s  e x c i t a b l e s .  Sur l a  f i g .  3 ,  E 

e s t  un généra teur  de tension cons t an te  de r é s i s t a n c e  i n t e r n e  n u l l e  e t  de f.e.m. E 

Im = courant  membranaire g loba l  

Ic = courant  c a p a c i t i f  dQ à Cm 

Ii = courant  ion ique  global  

1, = 1, + I i  = dE 
Cm dt + I i g  

dE = O  , d'où I~ = O e t  I~ = I ~ .  S i  E e s t  cons tan t ,  aF 

2 . 2 . 2 . 2 . 7 .  AaaehvLbaement du p o ~ ~ ~  

La r é s i s t a n c e  i n t e r n e  d'un généra teur  n ' e s t  jamais n u l l e .  En e f f e t ,  

l e  p o t e n t i e l  d é l i v r é  par  l a  microé lec t rode  a  une impédance de 10 à 100 M f l  

se lon l e s  expériences.  

COLE (15491 e t  MARMONT (19481 ont  pensé i i t i l i s e r  un p r inc ipe  d ' a s s e r -  

vissement en c o n t r e  r éac t ion  (F ig .  71.  

A e s t  un ampl i f i ca t eu r  d i f f é r e n t i e l  de gain A, sa tens ion  de s o r t i e  

Us e s t  appl iquée  3 l a  microelectrode RI. Le généra teur  de tens ion  E e s t  connecté  

à l ' e n t r é e  p o s i t i v e  A ,  e t  l ' e n t r é e  négat ive A à l a  mizroé lec t rode  R 2 .  

Ce montage va donc permettre  de  comparer Vm à l a  t ens ion  de r é f é rence  

E d é l i v r é e  par l e  généra teur .  

S i  Vm e s t  l e  p o t e n t i e l  de membrane, on peut é c r i r e ,  dans l a  mesure 

où l e s  impédances d ' e n t r é e  de A sont  grandes v i s - à -v i s  de R 2  e t  de l a  r é s i s -  

tance i n t e r n e  du générateur  E : 

Us = A ( E  - Vml 

Or, on s a i t  que U s  = I m R l  + Vm 

A E R I  I m  
d 'où Vm = - - 

A + 1 -  A + 1  

Dans ces  cond i t i ons ,  on appl ique aux bornes de l a  membrane une f.2.m. PE 

1  A + 1  
de r é s i s t a n c e  i n t e r n e  

A + 1  
S i  A e s t  t r è s  grand (souvent de l ' o r d r s  de 20 000 à 300 O001 l e  rapport  R'l 

A + l  
devient  p e t i t  donc négl igeable  par  r appor t  à Rrn e t  HE e s t  E. 

A + 1  
Grâce 2 ce  montage en cont re  r éac t ion  ( feed-back] ,  on s 'spproche au 

cas  i d é a l  proposé s u r  l a  f i g .  3 . Il convient  seulement d ' u t i l i s e r  u n  

ampl i f i ca t eu r  à grand gain.  



1 mesure directe 

Ficure à : Schéma global du montage é lectr ique u t i l i s é  pour l e s  
mesures en potentie Z imposé (voltage-clanp?) d m s  
Z 'ovocyte d 'Amphibien. 



2 . 2 . 2 . 2 . 2 .  R ~ ~ ~ o n  puLique 

Oeux é l e c t r o d e s  s o n t  n é c e s s a i r e s  pour imposer  un p o t e n t i e l .  L ' a n g l e  

de  60' e n t r e  l e s  deux é l e c t r o d e s  u t i l i s é  l o r s  d e s  e x p é r i e n c e s  de  c o u r a n t  

imposé est c o n s e r v é  l o r s  d e s  mesures f a i t e s  en p o t e n t i e l  imposé. 

Dans l e s  o e u f s  d ' amphib iens ,  l a  v i t e s s e  d ' é t a b l i s s e m e n t  du p o t e n t i e l  

e s t  l e n t e  en r a i s o n  d e  l a  c a p a c i t é  d e  l a  c e l l u l e  e t  d e  l a  f a i b l e  r é s i s t a n c e  

de  l a  membrane. Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  pour  pouvo i r  "c lamper"  de  manière  

s a t i s f a i s a n t e  l ' o v o c y t e ,  nous devons u t i l i s e r  un a m p l i f i c a t e u r  p e r m e t t a n t  

d e s  r é p o n s e s  r a p i d e s  en s o r t i e  l o r s  d ' u n e  v a r i a t i o n  de  t e n s i o n  à l ' e n t r é e  de  

même q u ' u n e  g rande  e x c u r s i o n  de  t e n s i o n  en s o r t i e  ( i c i  + 80 V I .  Nous avons  

u t i l i s é  deux t y p e s  d ' a m p l i f i c a t e u r s  AM 501 de  T e k t r o n i x ,  ou 1020 de  Teledyne 

P h i l b r i c k ] .  Ces a m p l i + i c a t e u r s  p e r m e t t e n t  de  p a s s e r  de  - 50 mV à + 100 mv en 

50 m i l l i s e c o n d e s .  

Les v a r i a t i o n s  de  c o u r a n t  s o n t  l u e s  aux b o r n e s  d 'un  c o n v e r t i s s e u r  

c o u r a n t  t e n s i o n ,  a p r è s  i n v e r s i o n  du s i g n a l ,  ou aux bornes  d ' u n e  r é s i s t a n c e  

de  100 kn ( F i g .  8 ) .  

2 . 2 . 3 .  E l e c t r o d e s  s p é c i f i q u e s  e t  mesure d e s  a c t i v i t é s  i o n i q u e s  i n t r a c e l l u -  
laires. 

+ + 
Les é l e c t r o d e s  s p é c i f i q u e s  K +  ou Ca s o n t  à membrane l i q u i d e .  

+ + 
L'échangeur  d ' i o n s  e s t  du t y p e  477 317 d e  Corning,  e t  l ' i o n o p h o r e  Ca r o u s  

a  é t é  f o u r n i  p a r  l e  p r o f e s s e u r  W.SIMONS ( Z u r i c h ) .  Il e s t  composé du mélange 

s u i v a n t  : 1 0  % de  l i g a n d  n e u t r e  : N,N'-di ( I l - e t h o x y c a r b o n y l l  undecyl  - N ,  

N ' ,  4 , s - t e t r a m e t h y l  - 3,6 -d ioxoac tane-1 ,  8-dioamide (ETH 1001)  e t  1  % d e  

sodium t e t r a p h e n y l  b o r a t e  (NaBH4) dans  du [O-n i t ropheny l )  o c t y l e t h e r  [O-NPOEI 

u t i l i sé  comme s o l v a n t  [OEHME e t  al., 19761. 

2.2.3.1. Fabrication des 61 ectrodes 

-- 
La méthode u t i l i s é e  d é r i v e  d e  c o l l e  proposée  p a r  WALKER (19711. 

L 'échangeur  d ' i o n  e s t  d i s s o u s  dans  un s o l v a n t  non m i s c i b l e  à l ' e a u .  En 

g é n é r a l ,  l a  s u b f a c e  du v e r r e  e s t  h y d r o p h i l e  e t  l ' e a u  r i s q u e r a i t  a e  s ' a c c u m u l e r  

e t  de  d é p l a c e r  l e  s o l v a n t  de  l ' é c h a n g e u r  d ' i o n .  Pour p a l l i e r  c e t  i n c o n v é n i e n t  

on rend  l e  v e r r e  hydrophobe en t r a i t a n t ,  au p r é a l a b l e ,  l a  p o i n t a  de  l'électrode 

à l ' a i d e  d ' u n  c ~ r n p o s é  s i l i c o n é  ( t r i - n  b u t h y l c h l o r o s i l a n e l .  



Figure 9 : Montage ékctronique permettant la rwsure de l ' a c t i v i t é  ionique ~ 
intrace ZluZa-ire . I 

I 

- Em : mesure du potentiel de membrane 
- Eion + Em : mesure du potentiel dû à l ' a c t i v i t é  ionique e t  

du potentiel de membrcme. 



Pour l a  fabrication des microélectrodes spéc i f iques ,  nous u t i l i s o n s  

du v e r r e  b o r o s i l i c a t é  (Ref 5C-150 T de Clark e lec t romedica l l  possédant un 

diamètre  ex terne  de 1.5 mm e t  un diamètre  i n t e r n e  de  1 mm. 

L ' é l ec t rode  de r é f é rence  e s t  une microélectrode convent ionnel le  

au KC1 3 M .  Le p o t e n t i e l  d e l i v r é  par  l ' é l e c t r o d e  spéc i f ique  e s t  mesuré à 

l ' a i d e  d 'un é lec t romètre  Analog Device 311 J monté en gain u n i t a i r e .  Cet 

é l ec t romè t re  possède un courant  d ' e n t r é e  ( 1 0 - l ~  A ,  e t  une impédance de 1 0 ~ ~ 0 .  

Les v a r i a t i o n s  de p o t e n t i e l  s o n t  enregist-ées à l ' a i d e  d'un ampl i f i ca t eu r  

d i f f é r e n t i e l ,  e t  v i s u a l i s é e s  s u r  e n r e g i s t r e u r  SEFRAM type  Servot race .  La 

c a l i b r a t i o n  s e  f a i t  pour des  concent ra t ions  ioniques c r o i s s a n t e s  e t  déc ro i s -  

s an te s .  

2.2.3.3. Mesure de 1  ' ac t i v i t é  ionique intracel lulaire  

La mesure p réc i se  des  a c t i v i t é s  ioniques i n t r a c e l l u l a i r e s  dépend 

de l a  p réc i s ion  de l a  mesure du p o t e n t i e l  de membrane. L ' é l ec t rode  spéc i f ique  

e n r e g i s t r e  l e s  v a r i a t i o n s  de p o t e n t i e l  dûes au changement de l ' a c t i v i t é  

ionique e t  au p o t e n t i e l  de membrane. Le c a l c u l  de l ' a c t i v i t é  ionique i n t r a -  

c e l l u l a i r e  implique l a  mesure séparée de Em pour pouvoir s o u s t r a i r e  c e t t e  

va l eu r  du p o t e n t i e l  d é l i v r é e  par  l ' é l e c t r o d e  spéc i f ique .  

Cet te  cpéra t ion  s e  f a i t  à l ' a i d e  d'un a m p l i f i c a t e u r  opéra t ionnel  

monté en sous t r ac t eu r .  Le montage e s t  représenté  f i g .  9. 

2.2.4. Mesures du (Ca++) libre par 17Aequorine - Propriétés de 
l'bequorine. 

La photoprotéine aequorine,  e x t r a i t e  de l a  méduse Aequorea aequoreo 
+ + 

émet de l a  lumière à 470 nm en présence de Ca , sans  appor t  e x t é r i e u r  

d ' éne rg i e .  La r éac t ion  e s t  spéc i f ique  e t  t r è s  s e n s i b l e .  Le processus e s t  

s toechiométr ique e t  i l  f a u t  2 Ca++/ micromolécule d 'aequor ine  (SHIMONURA, 

e t  J O H N S O N ,  1 9 7 9 1 .  

Le dosage d u  Caf' s e  borne à une mesure d 1 i n t e n s i t 9  de lumière 

puisque l a  lumière émise e s t  directement  p ropor t ionne l l e  à l a  concent ra t iûn  de 

Ca++. La mise en oeuvre de c e t t e  technique implique l e s  opÉrat icns s u i v a n ~ e s  : 
. ., 
, , 



Figure 10 : Idesure de Za Z d è r e  émise par Za réaction eu2+ aequomne. 

A - CaZibration de Za soZution d'aequorine. 
B - Inject ion druequorine dans une goutte de tampon ca2+ 

EGTA d'un voZwne vo i s in  de ce Lui d'un ovocyte de 
Xenopus (1 vZI .  

C - Lwnière &mise par m ovocyte sous Z 'ac t ion d'une 
iontophorèse ca lcique. 



2.2.4.1 . .Vicroinjection in trace  LZuZaire 

Le poids moléculaire de l'aequorine est de 20 000 daltons, et la 

microinjection est la seule méthode qui permette, à ce jour, d'introduire 

l'aequorine dans les cellules. 

La technique d'injection utilisée dans ce travail consiste 2 

appliquer un gaz comprimé à une micropipette contenant une petite quantité 

d'aequorine à la pointe. 

2.2.4.2. Préparation de Z ' aequorine 

La préparation demande quelques soins afin d'éviter la contamina- 

tion par le calcium [MOREAU, 1981 Thèse dlEtatl. Nous avons utilisé l'aequo- 

rine SIGMA (St Louis Missouri1 type III A 4140 en tube de 10 mg. Le fabricant 

conditi'onne l'aequorine précipitée dans du sulfate d'ammonium et protégée 

par 10 mM d'EDTA. L'utilisation de l'aequorine nécessite un désalage sur 

colonne Sephadex G 25 fine. La composition du tampon d'élution a étS fixée 

empiriquement par ASHLEY et RIDGWAY 219681. Il est composé de 20 rnM d'acétate 

de Na et 1 VU dlEDTA pH 6.2 

Nous avons utilisé une méthode aérivée de celle décrite par KUSANO 

e t  G Z .  (19751 et STEINHARDT e t  a l .  (19771. La calibration consiste à délivrer 

par iontophorèse du Ca" (1 = 0.2 VA, CaC12 1 Ml. Nous admettons, avec KUSANO 

e t  a l .  !19751, que le nombre de transport de la pipette est 0.2. Les résul- 

tats obtenus sont consignés sur la fig. 10 . Si l'on compare les valeurs 
fournies par l'injection d'aequorine dans une goutte de tampon de volume Égîl 

à celui de l'ovocyte Ifig. 101 on note que l'oeuf doit absorber au moins 

80 % de la lumière émise. 

2.2.4.4. Détection de Za Zwnière 

Les quantités de lumigre émises par l'aequorine restent faibles 

st doivent être mesurées avec des détectsurs sensibles. On utilise un 

photomultiplicateur [PMI. Le PM doit pcsséder une sensibilité réduite dans 

le rouge afin a'obtenir un courant de noir très faible. ~ ~ O U S  avons utilisé 



Figure I l  : Schéma de montage d'un photomuZtiplicateur (P .  MI e t  mesure 
du courant anodique. 
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plusieurs types de PM à fenê t re  f ron ta le  (EMI 9635 08 ou Hamatsu R3741, ou à 

fenê t re  l a t é r a l e  E N I  9781 8. Les cathodes des PM à fenêtres  f ron ta les  é ta ient  

portées à - 1100 V, st 13 cathode du PM à fenêtre  l a t é r a l e  à -950 V.  

Le courant anodique i n d u i t  par l a  réaction lumineuse e s t  mesuré 

par u n  amp l i fha t eu r  opérationnel monté en convertisseur courant tension,  

muni  d'un f i l t r e  ayant une constante de temps variant  de 1 0  à 200 ns fig. 17. 
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RESULTATS 

3.1. CARACTERISTIQUES ELECTROPRYSIOLOGIQUES DE L'OVOCYTE NON STIMULE 

3.1.1. Potentiel de membrane (Em) 

La l i t t é r a t u r e  r e n d  compte d ' u n  c e r t a i n  nombre d e  d é s a c c o r d s  e n t r e  

l e s  a u t e u r s  e n  ce q u i  c o n c e r n e  l a  v a l e u r  du p o t e n t i e l  d e  membrane d e s  ovo- 

c y t e s .  

Deux i d é e s  d o i v e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  ê t r e  r e t e n u e s  : 

- Le p o t e n t i e l  d e  membrane e s t  t o u j o u r s  e n r e g i s t r é  a v e c  d e s  t e c h n i q u e s  

t r a u m a t i s a n t e s  p o u r  l a  membrane ~ m i c r o é l e c t r o d e s l .  

- Le p o t e n t i e l  d e  membrane dépend l a r g e m e n t  de  l a  c o m p o s i t i o n  i o n i q u e  

du m i l i e u  e x t e r n e .  

HAGIWARA e t  JAFFE (2979)  s o u l i g n e n t  q u e  s i  l e  m i l i e u  e x t e r n e  d e s  

o e u f s  mar in s  e s t  s i m p l e  à d é f i n i r ,  i l  en  va  t o u t  a u t r e m e n t  p o u r  d ' a u t r e s  

o rgan i smes  t e l s  q u e  l e s  I n s e c t e s ,  l e s  Mammifères e t  les Amphibiens.  

Le p o t e n t i e l  d e  membrane d e s  o v o c y t e s  d e s  Amphibiens Anaures  

r e s t e  a u s s i  un s u j e t  d e  c o n t r o v e r s e .  ZIEGLER e t  M O R R I L  (19771 r a p p o r t e n t  que 

les  v a l e u r s  du p o t e n t i e l  d e  membrane d e s  o v o c y t e s  dénudés  e t  d e s  f o l l i c u l e s  

e n t i e r s  d e  Rma s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e  - 77 + 2 mV e t  - 36 t 2 m V .  WALLACE 

e t  STEINHARD (19771 t r o u v e n t  d e s  r é s u l t a t s  s e m b l a b l e s  c h e z  Xenopus où l a  

v a l e u r  du p o t e n t i e l  d e s  f o l l i c u l e s  e n t i e r s  e s t  e n  moyenne d e  - 27 f 2 mV,  

c e l l e  d e s  o v o c y t e s  d é f o l l i c u l é s  d e  - 65 t 2 m V .  

Ces d e r n i e r s  a u t e u r s  p r é c i s e n t  que  l ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  v a l e u r  du 

p o t s n t i e l  d e  membrane q u i  s u i t  l a  d é f o l l i c u l a t i o n  s e r a i t  c o n s e c u t i ~ e  à 

l ' a c t i v a t i o n  d ' u n  p r o c e s s u s  é l e c t r o g è n e  d e  t r a n s p o r t  dépendan t  du Na' e t  

du K C .  Une é t u d e  p l u s  r é c e n t e  de KUSANO e t  a l .  (19821 f a i t  é t a t  d ' u n e  

d i f f e r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  l a  v a l e u r  du p o t e n t i e l  de  membrane d e s  ovo- 

c y t e s  de  Xenopus en  p rovenance  d e  Ch icago  (Em = - 51 ,8  t 14,6 mV1 e t  



c e l l e  d e s  o v o c y t e s  d e  Xenopus e n  p rovenance  d e  Londres  (Em = - 42 I 1 0 , 9  m V 1 .  

C u r i e u s e m e n t ,  l o r s q u e  les  o v o c y t e s  s o n t  d é f o l l i c u l é s  à l ' a i d e  d ' u n  t r a i t e -  

ment à l a  c o l l a g é n a s e ,  l a  v a l e u r  d e  Em c h u t e  à une v a l e u r  i d e n t i q u e  mo ins  

n é g a t i v e  p o u r  ces deux c a t é g o r i e s  d ' o v o c y t e s .  

Chez l e s  U r o d è l e s ,  l a  p é n é t r a t i o n  d e  l a  m i c r o é l e c t r o d e  dans  un 

f o l l i c u l e  e n t i e r  s ' accompagne  d ' u n e  p r e m i è r e  v a r i a t i o n  d e  p o t e n t i e l  de  - 1 0  à 

- 1 5  mV c o r r e s p o n d a n t ,  s e l o n  KANNO e t  LOEWENSTEIN (19631,  à l ' i n s e r t i o n  

d e  l ' é l e c t r o d e  d a n s  l ' e s p a c e  s i t u é  e n t r e  l e s  c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  e t  l a  

membrane p l a smique  d e  l ' o v o c y t e .  Une b r u s q u e  c h u t e  d u  p o t e n t i e l  s u r v i e n t  

e n s u i t e  e t  se s t a b i l i s e  e n t r e  - 30 e t  - 70  mV c h e z  l e  P i e u r o d è l e .  ( P u b l i -  

c a t i o n  n011 e t  - 40 e t  - 8 0  mV c h e z  l ' A x o l o t l .  

Nous avons  c o n s t a t é  que  l e s  f o l l i c u l e s  i s o l é s  d e  l ' o v a i r e ,  q u ' i l s  

s o i e n t  c o n s e r v é s  e n t i e r s  ou  a u s s i t a t  d é f o l l i c u l é s  . p r é s e n t e n t  d e r  v a l e u r s  

d e  p o t e n t i e l  f a i b l e s  e t  t r è s  d i s p e r s é e s  m a i s  q u i  augmen ten t  p r o g r e s s i v e m e n t  

d è s  l a  p r e m i è r e  h e u r e  d ' i n c u b a t i o n  d a n s  l e  m i l i e u  p h y s i o l o g i q u e  d e  r é f é r e n c e .  

P a r  c o n t r e ,  l o r s q u e  d e s  f o l l i c u l e s  s o n t  i s o l é s  e t  é q u i l i b r é s  d a n s  

l e  m i l i e u  e x t r a c e l l u l a i r e  p e n d a n t  t o u t e  une n u i t  à 1 4 - 1 6 ° C , , l a  v a l e u r  

moyenne d e  l e u r  p o t e n t i e l ,  mesu rée  à l a  t e m p é r a t u r e  du  l a b o r a t o i r s  (18-20°C1 

se r é v è l e  d ' emblée  p l u s  f o r t e m e n t  n é g a t i v e  e t  i d e n t i q u e  à c e l l e  d ' o v o c y t e s  

dénudés  e t  t e s t é s  d a n s  les  mêmes c o n d i t i o n s .  A i n s i ,  p o u r  une même f e m e l l e  

d e  P l e u r o d è l e ,  Em se s i t u e  à - 6 2 , 8  I 7  mV ( n  = 751 p o u r  d e s  f o l l i c u l e s  

e n t i e r s  e t  à - 61 ,6  I 1 0 , s  mV ( n  = 181 p o u r  d e s  o v o c y t e s  dénudés .  

Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  l a  p r é s e n c e  de  l ' é p i t h é l i u m  f o l l i c u l a i r e  n ' e x e r c e -  

r a i t  aucune  i n c i d e n c e  s u r  l a  v a l e u r  du p o t e n t i e l  d e  membrane e t  ne  

p a s  l e s  é c h a n g e s  i o n i q u e s  e n t r e  l e  m i l i e u  i n t r a o v o c y t a i r e  e t  l e  m i l i e u  e x t e r n e .  

P o u r  l a  s u i t e  d e  nos  e x p é r i e n c e s ,  d e s  f o l l i c u l e s  e n t i e r s  o n t  donc 

é t é  é q u i l i b r é s  d a n s  l e  m i l i e u  p h y s i o l o g i q u e  p e n d a n t  t o u t e  une n u i t  à 1 4 ,  

16OC a f i n  d e  s t a n d a r d i s e r  n o s  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s .  T o u t e s  l e s  

e x p é r i m e n t a t i o n s  u l t é r i e u r e s  s o n t  r é a l i s é e s  à l a  t e m p é r a t u r e  du l a b o r a t o i r e  

(18'- 20°C1. 



3 . 1 . 2 .  Bases ioniques du potentiel de membrane 

Chez l e s  Anoures ,  d e s  e x p é r i e n c e s  d e  s u b s t i t u t i o n  du p o t a s s i u m  

r é a l i s é e s  s u r  d e s  o v o c y t e s  d e  t y p e  h y p e r p o l a r i s é  m o n t r e n t  que  l a  d i m i n u t i o n  

d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e x t e r n e  en  K +  se t r a d u i t  pa radoxa lemen t  p a r  une d é p o l a -  

r i s a t i o n ,  t a n d i s  q u ' u n e  a u g m e n t a t i o n  d e s  i o n s  K +  é g a l e  à v i n g t  f o i s  l a  

c o n c e n t r a t i o n  i n i t i a l e  e n t r a i n e  une d é p o l a r i s a t i o n  b i p h a s i q u e  (WALLACE 

e t  STEINHARDT, 19771.  Ces r é s u l t a t s ,  c o n j u g u é s  a v e c  l ' a c t i o n  d ' i n h i b i t e u r  

( o u a b a i n e l ,  s e m b l e n t  i n d i q u e r  que l e  p o t e n t i e l  d e  r e p o s  d e s  o v o c y t e s  d e  

Xenopus dépend p l u s  l a r g e m e n t  d ' u n  t r a n s p o r t  a c t i f  d e  N ~ + - K +  que d e  l a  

p e r m é a b i l i t é  p a s s i v e  aux  i o n s  K + .  Chez Rma pipiens (TUPPER e t  MALOFF, 

1978 ; ZIEGLER e t  MORRILL, 19771 e t  c h e z  Xencpus Zaevis [WALLACE e t  

STEINHARDT, 19771 l a  membrane d e s  o v o c y t e s  se d é p o l a r i s e  l o r s q u ' o n  aug- 

mente  l e  K+ du m i l i e u  e x t e r n e ,  e t  les v a l e u r s  o b s e r v é e s  p e r m e t t e n t  

d ' e s t i m e r  que l a  c o n c e n t r a t i o n  i n t e r n e  d e s  i o n s  K' e s t  d e  l ' o r d r e  d e  

200 mM. C e t t e  é v a l u a t i o n  d i f f è r e  s e n s i b l e m e n t  d e s  v a l e u r s  e n r e g i s t r é e s  

p a r  a b s o r p t i o n  a tomique  e t  q u i  i n d i q u e n t  une  c o n c e n t r a t i o n  d e  l ' o r d r e  de  

1 1 0  mM (ZIEGLER e t  MORRILL, 19771.  L ' a c t i v i t é  i o n i q u e  i n t r a o v o c y t a i r e  d e s  

i o n s  K' LaKi] e s t  t r è s  v o i s i n e  de  l a  c o n c e n t r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  de  K1 IK']i 

q u e l l e s  que s o i e n t  l e s  e s p è c e s  é t u d i é e s  ( T a b l e a u  I l .  P a r  c o n t r e ,  l ' a c t i -  

v i t é  s o d i q u e  i n t r a c e l l u l a i r e  ( a  Nai l  a p p a r a î t  beaucoup p l u s  f a i b A e  que  l a  

c o n c e n t r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  d e  Na+ [Na+Ii  . Ces r é s u l t a t s  p e r m e t t e n t  

d ' a f f i r m e r  que  les i o n s  K+ i n t r a c e l l u l a i r e s  s o n t  l i b r e s  a l o r s  q u ' u n e  g r a n d e  

p a r t i e  du sodium i n t e r n e  e s t  à l ' é t a t  combiné d a n s  l e  c y t o p l a s m e  o v o c y t a i r e .  

P o u r  TUPPER e t  MALOFF 11 3731,  l e  ~ a +  c o n t r i b u e r a i t ,  c e p e n d a n t ,  à l a  d é p o l a -  

r i s a t i o n  de l a  membrane o v o c y t a i r e .  L ' a n a l y s e  d e s  f l u x  p a r  t r a c e u r s  r a d i o -  

a c t i f s  démontre  une  c o n s t a n t e  p e r m é a b i l i t é  a u  Na+ a u s s i  b i e n  d a n s  le c a s  

d e s  o v o c y t e s  de  Rma ( M O R R I L  e t  a l . ,  1977  b l  que  dans  c e l u i  de  Xenopus 

IO'CONNOR e t  a l . ,  19771.  

Se lon  NAENO (19591,  l a  p e r m é a b i l i t é  s o d i q u e  d e s  o v o c y t e s  d e  Bufo 

e s t  n u l l e .  En r e v a n c h e ,  D I C K  e t  MAC LAUGHLIN (19691 s u r  l e  même m a t é r i e l  e t  

SIGLER e t  JANACEK (19711 s u r  Rana temporasa,  d é c r i v e n t  une t ' a i b l e  

a c t i v i t é  s o d i q u e  i n t r a o v o c y t a i r e .  En o u t r e ,  c h e z  Xenopus, ROBINSON (19791,  



Tableau I : Valeurs moyennes des concentrations [Na'Ii e t  [Pli e t  des ac t i v i t é s  
a Nai e t  a 4 intrace ZZulcires des ions NU+ e t  K+ dans Zes ovocytes 
de plusieurs espèces dfarphibiens. Concentrations e t  ac t iv i tés  sont 
eqrZmées en m Eq/Z d'eau ce Zlulaire. 

u t i l i s a n t  l a  sonde v i b r a n t e  m ise  au p a r  JAFFE e t  NUCITELLI I19771, a 

mesuré des c o u r a n t s  p r i m a i r e s  e x t e r n e s  t r a n s p o r t a n t  des i o n s  C l - .  Se lon 

ZIEGLER e t  MORRILL (19771 e t  NORRILL e t  ZIEGLER (1S801, l a  p e r m é a b i l i t é  aux 

i o n s  C l -  s e r a i t  encore p l u s  i m p o r t a n t e  dans l e  cas des ovocy tes  de Rana 

pipiens. 
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Figure 1 2  : EvoZution du potentie Z de membrane (Em) d ' m .  
ovocyte de PZeurodèZe au cours du temps dans wz 
milieu [Na+le = 0. 



Figure 13 : en haut : Evolutior, du potentie 2 de membrane (Em) d'un 
ovocyte de PZeu~odèZe sous Z 'act ion d'un mi l ieu hyperpo- 
tassique [K+] X 10. 

en bas : Variation du potent ie l  de menbrane sous l ' e f f e t  
d'un courant hyperpoZarisant en ni-lieu P norzal (lie X .l) 
eV mil ieu hyperpotassiqae ii(e X 10).  

La r é s i s t a c e  membrunaire dinrinue lorsque Za concentrati,w...\, 
A '  externe des ions  K' e s t  augmentée. 





3.1.2.1. I n f t u e n c e  d e s  ions CZ' sur Ze p o t e n t i e  2 de membrane 
de  PZeurode les waZt Z i i  

La v a l e u r  d e  Em d e s  o v o c y t e s  mesu rée  en  m i l i e u  d e  S t e i n b e r g  normal  

( - 7 3 , 3 3  I 6 , 2 0  m V ,  n  = 121 ne change  p a s  s i g n i f i c a t i v e m e n t  l o r s q u e  les  i o n s  

C l -  s o n t  s u b s t i t u é s  p a r  l e s  i o n s  p r o p i o n a t e  IEm = - 72,50  I 5 , 6 8  ; n  = 121.  

S i  l e s  i o n s  C l -  s o n t  d i s t r i b u é s  p a s s i v e m e n t  s e l o n  un é q u i l i b r e  de  OONNAN 

comme c e l a  e s t  l a  r è g l e  a u  n i v e a u  d e s  f i b r e s  m u s c u l a i r e s  ( H O D G K I N  e t  HOROWICZ 

1959 ; HAYS e t  a l .  1968 ; MOUNIER e t  GUILBAULT, 19701,on  d o i t  s ' a t t e n d r e  à ob- 

s e r v e r  une  d é p o l a r i s a t i o n  t r a n s i t o i r e  l o r s q u e  c e s  a n i o n s  s o n t  suppr imés  du m i -  

l i e u  e x t e r n e .  I l  a p p a r a î t  donc  que  l e s  i o n s  C l -  e x t e r n e s  n e  p a r t i c i p e n t  p a s  à 

l a  g e n è s e  du p o t e n t i e l  d e  membrane d e s  o v o c y t e s  d e  P l e u r o d è l e ,  

3.1.2.2. In fZuence  d e s  ions L V ~ +  e t  K+ 

3.1.2.2.1. Ions Na+ 

Chez l e  P l e u r o d è l e ,  l e s  m i l i e u x  dépourvus  de  Naf h y p e r p o l a r i s e n t  l a  

membrane o v o c y t a i r e  d e  q u e l q u e s  m i l l i v o l t s  ; l a  membrane s e  r e p o l a r i s e  e n s u i t e  

j u s q u ' à  s a  v a l e u r  i n i t i a l e  I f i g .  1 2 1 .  En r e v a n c h e ,  t o u t e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  

c o n c e n t r a t i o n  en  Naf R ' e n t r a î n e  aucune  v a r i a t i o n  s i g n i f i c a t i v e  du p o t e n t i e l  

d e  membrane ( P u b l i c a t i o n  n021.  

3.1.2.2.2. Ions KS 

Les e f f e t s  d ' u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  1 0  f o i s  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  

e x t e r n e  en  i o n s  K +  [ K + l e  s o n t  i l l u s t r é s  s u r  l a  f i g u r e  1 3 .  

Les  m i l i e u x  e n r i c h i s  en  i o n s  K +  p r o v o q u e n t  d e s  d é p o l a r i s a t i o n s  t r è s  

n e t t e s .  En r e v a n c h e ,  bn m i l i e u  dépourvu  d ' i o n s  K +  n ' e n t r a l n e  q u ' u n e  f a i b l e  

h y p e r p o l a r i s a t i o n .  Dans t o u s  l a s  c a s  c e s  phénomènes s o n t  r é v e r s i b l e s .  

La r e l a t i o n  Em = f  [in [Kt l e l  e s t  une c o u r b e  q u i  d e v i e n t  l i n é a i r e  

a u  d e l à  d ' u n e  c o n c e n t r a t i o n  en  i o n s  K +  q u a t r e  f o i s  s u p é r i e u r e  à l a  c o n c e n t r a -  

t i o n  no rma le  du m i l i e u  d e  S t e i n b e r g  ( f i g .  1 4 1 .  La p e n t e  d e  l a  d r o i t e  e s t  

d e  45 mV a u  l i e u  d e  58  mV,  v a l e u r  c a l c u l g e  à p a r t i r  de l ' é q u a t i o n  de  iNERPIST 

l o r s q u e  [K+] ,  v a r i e  d ' u n  f a c t e u r  10. Ce d e r n i e r  r é s u l t a t  c o n f i r m ~  que  l e  

p o t e n t i e l  d e  membrane d e s  o v o c y t e s  d e  P l e u r o d è l e  ne c o r r e s p o n d  pas  à une 

p i l e  d e  c o n c e n t r a t i o n  aux  i o n s  K+ p u i s q u e  l a  c o n t r i b u t i o n  d s s  i o n s  Na'# ', . = .+ ,' 
a i n s i  qlie nous l ' a v o n s  mont ré  précSdsmment,  n ' e s t  p a s  r i g g l i g e a b l e .  En e'%fkt, . - 

l." ., 
l a  r e l a t i o n  Em = f ( i n  [ K + I e 1  en  m i l i e u  dépourvu  de  Na' se t r a d u i t  p a r  une 



Figure 15 : Variation de Ern des ovocytes de PZeurodèZe en fonction de la  
concentration extraceZZuZaire de potassiwn dK+le en absence 
de ions Naf [iVa'Ie = 0. 

La pente de Za droite comprise entre [K+l  e = 4,02 n? Zq/Z et 
[K+le = 40,2 rn Eq/Z e s t  de 54 mV. 



p 
hyperpolarisation 

nv 
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Figure 1 6  : En haut : Enregistrement de l a  var iat ion du potent ie l  

de membrane d 'un ovoey t e  de Pletcrodè l e  pendant l 'app l ica- 
t im de courants dépolarisants e t  hyperpolarisants en 
m i  l i e u  Steinberg. 

imV) 

En bas : Relation voltage-courmt d ' un  ovocyte de 
Pleurodè Ze . 

. dépolarisation 



_courbe dont la pente, linéaire au delà de [K+], égale à 4,02 m-Eq/l en 

milieu Steinberg, est de 55 mV pour une variation de 10 fois [KCIe (fig. 151 .  

Les milieux totalement dépourvus d'ions Ki et NaC provoquent d'importantes 

hyperpolarisations et ceci sans repolarisation. Dans ces conditions, 

la valeur de Em est de - 84,5 2 3 mV contre - 74,3 + 4,5 mV en milieu [NaiIe 
normal. Si l'on suppose la valeur de Em du potentiel de membrane proche de 

la valeur Ek donnée par la relation : 

- EK = potentiel de la pile aux ions Ki 

- a Ki, a Ke = activité respective des ions Ki intra et 
extracellulaires 

Em s'annule lorsque a Ki = a Ke 

L'extrapolation de la droite de la figure 15 permet d'estimer l'activité 

intra ovocytaire des ions K+ à : 47 m Eq/l 

d'où EK = - 99,6 mV 

Le rapport des perméabilités PNa / PK est estimé a 0,034. 

3.1.3. Conductance et capacité membranaires 

La figure 16 présente une relation voltage-courant typique obtenue 

à partir d'un ovocyte, elle se caractérise par l'absence de rectification. 

3.1.3.1. InyZuence des ce LZuZes ~oZZicuZa i~es  

La résistance totale des follicules, mesurge dans nos conditions 

expérimentales, est la résultante de la résistance de la membrane plasmique 

ovocytaire en parallèle avec la résistance des cellules folliculaires qui 

lui sont couplées par l'intermédiaire des jcnctions "gap"lP1. I V ) .  La valeur 

de ces composantes a été déterminée en utilisant les méthodes ae ccurant 

imposé et de voltage imposé. L'étude a porté sur des ovocytes folliculés 

ou non de Xenopus Zaevis, Plsurode Zes waZt Zii et ~mbystoma rzedc~rn~m. La 

résistance totale a été calculée à partir des courbes voltage courant,et 
1 

les constantes de temps membranaires estimées à partir des formules($~&ites '. d i / ,  

dans le chapitre "Matériels et Méthcdes". - 



Planche I V  : Morphologie des nricrovillosités e t  des relations ovocytes- 
cellules fol l iculaires .  

Figure A : Les microvillosités ovocytaires (mu) sont constituées dfwze 
substance dense où 2 'on peut distinguer de fins faisceaux 
f ibr i l la ires  e t  des microtubuZes f m t )  parallèles au grand 
axe de la  microviZZosité. f X  42000). 

Figure B e t  C : Ces figures i l l u s t r e n t  des jonctions ( f lèches)  entre - 
2 'ovocyte (ou) e t  les  ce l lu les  fol l iculaires  , par Z ' in ter-  
médiaire des macrovi Z los i tés  ( m a )  qui viennekt au contact 
du plasmalemme fpm)  . ( B )  X 74000, f C )  X 57900. 

Lks figures A ,  B e t  C représentent des coupes d'ovocytes 
témoins. 

Figure D : Jonction ( f lèches)  après 6 heures d'incubation en présence 
de progestérone ( X  56000). 





millisecondes 

Figure 7 7  : Mesure en courant imposé des cunstantes de temps 
membranaires d'ovocytes d 'Ambystoma. 

A .  Ovocytes défoZZicuZés 
B. Ovocytes avec celluZes follicuZaires 

(0-0 ) courants ddpoZarisrmts 
( +-+ ) couxants hyperpo tar i smts  



Dans l e s  f o l l i c u l e s  i n t a c t s ,  on  p e u t  m e t t r e  en  é v i d e n c e  deux 

c o n s t a n t e s  d e  temps  d e  v a l e u r  d i f f é r e n t e .  Ces deux composan te s  i f i g .  17, 

c o u r b e  81 s ' o b s e r v e n t  d a n s  les  c o n d i t i o n s  d é p o l a r i s a n t e s ,  s e u l s  l a  

composante  l e n t e  e s t  r e t r o u v é e  d a n s  les  c o n d i t i o n s  h y p e r p o l a r i s a n t e s  

( P u b l i c a t i o n  n o  71 .  

I l  n ' e x i s t e  p l u s  q u ' u n e  s e u l e  composante  d a n s  les o v o c y t e s  d é f o l l i -  

c u l é s  ; les  c o u r a n t s  h y p e r p o l a r i s a n t s  e t  d é p o l a r i s a n t s  d o n n a n t  d e s  v a l e u r s  

i d e n t i q u e s  [ f i g .  1 7  , c o u r b e  A 1 .  Les  v a l e u r s  d e  c e s  c o n s t a n t e s  de  temps  

e t  d e  l a  r é s i s t a n c e  d e  membrane pour  les  t r o i s  e s p è c e s  é t u d i é e s  s o n t  donnees  

d a n s  l e  T a b l e a u  II. 

- 
TabZeau II  : Valeurs moyennes de Za résistance ( R )  e t  des constantes de 

temps membrunaires ( r )  avant ( a )  e t  après Za aéfoZZicuZation 
marsueZZe ( b )  e t  à Za coZZagénase ( c )  . 

In=581 (n=581 

I n = l 7 1  fn=191  (n=121 
In=121 (n=61  

Ambystoma 

(4 '3  

# 

1 2 0  I 8  ; 2 8 4  f 9 , 2  l é t h a l  

Cn=141 (n=141 

7 , 6  I 1 , 6 ; 1 4 , 3  I 7 , 6  l é t h a l  

3 , 3  1 , 8  
Cn=141 (n=121 

d 



Oes r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  o n t  é t é  o b t e n u s  en  v o l t a g e  imposé  s u r  

d e s  o v o c y t e s  d e  p l e u r o d è l e .  En p r é s e n c e  d e  c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s ,  l a  

r é s i s t a n c e  t o t a l e  est  d e  1 1 2  + 4 1 , 9  Ki2 ( n = 7 1 .  E l l e  p a s s e  à 349 ,2  i 5 4 , 4  K Q  

( n  = 8 1  l o r s q u e  les o v o c y t e s  s o n t  d é f o l l i c u l é s  manue l l emen t .  

A i n s i ,  l a  d é f o l l i c u l a t i o n  p rovoque  une a u g m e n t a t i o n  d e  l a  r é s i s t a n c e  

membranai re  a v e c  une  p e r t e  c o r r e s p o n d a n t e  d e  l a  composante  r a p i d e  d e  l a  

c o n s t a n t e  d e  temps .  C e t t e  composante  c o r r e s p o n d r a i t  donc  à l a  c o n t r i b u t i o n  

p r o p r e  d e s  c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s ,  t a n a i s  q u e  l a  composante  l e n t e  s e r a i t  

c a r a c t é r i s t i q u e  d e  l a  membrane p l a s m i q u e  o v o c y t a i r e .  En o u t r e ,  l a  j o n c t i o n  

"gap" s emble  p o l a r i s é e  p u i s q u e  c e s  deux composan te s  n ' a p p a r a i s s e n t  q u ' a v e c  

d e s  c o u r a n t s  d é p o l a r i s a n t s .  

S i  l ' o n  e s t i m e  l e s  s u r f a c e s  r e s p e c t i v e s  d e s  o v o c y t e s  d e  Xenopus, 

PZewodeles e t  Ambystoma à 4 , 5  1 o - ~  cm2, 6 , 2  1 o - ~  cm2 e t  11 , 3   IO-^ cm2. l a  

r é s i s t a n c e  s p é c i f i q u e  d e s  o v o c y t e s  dénudés  manuel lement  d e  chaque  e s p è c e  

p e u t - ê t r e  é v a l u é e  à e n v i r o n  21700 i-2 cm2, 24300 R cm2 e t  32000 Q cm2. Les  

v a l e u r s  d e  l a  c a p a c i t é  rnembranaire  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e  l ' o r d r e  d e  2 u ~ / c m 2  

(Xénopel , 1 , 2  p ~ / c m ~  ( P l e u r o d è l e l  e t  0 , 4 4  pf/cm2 ( A x o l o t l t .  Ces v a l e u r s ,  

c a l c u l é e s  uniquement  à p a r t i r  du d i a m è t r e  o v o c y t a i r e  moy.en n e  s o n t  c e p e n d a n t  

que  t r è s  a p p r o x i m a t i v e s  e t  d e v r a i e n t  ê t r e  c o r r i g é e s  p a r  un f a c t e u r  t e n a n t  

compte d e  l ' é t a t  d e  déve loppemen t  d e s  m i c r o v i l l o s i t é s  . O I C K  e t  a l .  (19701 

c o n s i d è r e n t  que  l a  s u r f a c e  r é e l l e  d e s  o v o c y t e s  d e  Bufo d o i t  ê t r e  e n v i r o n  

de  6 f o i s  s u p é r i e u r e  à c e l l e  é v a l u é e  uniquement  à p a r t i r  du d i a m è t r e .  Q u a n t  

à KADO e t  a l .  (19811,  l e s  m i c r o v i l l o s i t é s  e t  les c r y p t e s  augmen ten t  d ' u n  

f a c t e u r  20  l a  s u r f a c e  membranai re  d e s  o v o c y t e s  d e  Xenopbs. Bien q u e ,  s o u s  

é v a l u é e s ,  c e s  v a l e u r s  de  R a p p a r a i s s e n t  beauco'up p l u s  é l e v é e s  que c e l l e s  

c a l c u l é e s  d a n s  l e  c a s  d e s  f i b r e s  excitables d e  V e r t é b r é s  e t  d ' I n v e r t é b r é s .  

A i n s i  l a  Rm de  l a  f i b r e  m u s c u l a i r e  du  c o u t u r i e r  d e  g r e n o u i l l e  e s t  d ' e n v i r o n  

2800 R .cm2 ( A D R I A N  e t  FREYGANG, 1962 a l .  P o u r  l e s  f i b r e s  m u s c u l a i r e s  du 

Crabe  b l e u  CaZZinectes sûpidus, l a  Rm ne d é p a s s e  p a s  465 + 27 R.cm2 (HAYS 

e t  a l .  19681.  La r é s i s t a n c e  rnembranaire  d e  l ' a x o n e  de  Calmar e s t  d e  700 R .  

cm2, c e l l e  de  l a  membrane d e  l a  f i b r e  n e r v e u s e  du c r a b e  d e  1 ' o r d r e  d e  50GG R . 
cm2 (KATZ 19661.  P a r  c o n t r e ,  l a  r é s i s t a n c e  mernbranaire  d e s  o e u f s  non f é c o n d é s  



d'oursin culmine aux environs de 680 ~ . ~ . . c m ~  (JAFFE et ROBINSON, 19781. 

L'apport des cellules folliculaires dsns le calcul de la résis- 

tance membranaire totale ne peut être négligée. Les jonctions "gap" étant 

les seuls points de contact entre les cellules folliculaires et l'ovocyte, il 
> 

est probable que leur faible résistance électrique au regerd de celle de 

la membrane plasmique ovocytaire dérive une partie du courant. Seules les 

valeurs de R obtenues après la défolliculation rendent compte de la conduc- 

tance globale de la membrane plasmique des ovocytes. 

3.1.3.2. Influence des ions sur Za conductmce 

Lorsque le milieu externe est enrichi 10 fois en ions K+, la résis- 

tance chute à 65 % environ de sa valeur  initial^ (fig. :31 alors qu'un milieu 

dépourvu de Na+ ne provoque qu'une faible variation de 2 .  L'absence des ions 

CI- demeure sans effet significatif sur la résistance. 

La conductance ionique membranaire des ovocytes est donc ccnstituée 

par une importante conductance potassique et une conductance sodique très 

faible. Par ailleurs, la perneabilité sélective de la membrane ovocytaire 

aux ions K+ et Na+ semble dépendre du ca2+ externe puisqu'un milieu sans 

ca2+ augmente le flux de ~ a +  et diminue le flux de K+ (ECKER et SMITH 1971 ; 

TUPPER et MALOFF 19731. 

3.1 .4 .  Contribution des cations divalents 

Lorsque la concentration externe de ca2+ [ca2+]e passe de 1 mM/1 

à 0,; mM, MAENO (19591 enregistre une dépolarisation de la membrane des 

ovocytes de Bufo alors qu'un milieu additionné d'EDTA Cl mM1 et dépourvu 

d'ions divalents provoque une hyperpolarisation importante des ovocytes 

défolliculés de la même espèce. Parallèlement, la résistance augmente 

(IWAO et al. 19811. Chez Xenopus, l'addition de 10 nM d'EGTA au milieu 

externe fait passer en quelques minutes le potentiel de membrans de - 75 mV 

à - 15 mV (BELLE et al., 19771. Selon ces auteurs, l'augmentation du CaC12 

jusqu'à 10 mM provcquerait le même effet. 



Figure 18 : EvoZution de Em d ' m .  ovocyte de PZeurodèZe en milieu 
Steinberg EGTA (1 mM) dépourvu des ions ca2+. 

Temps (mn) 

I I 1 I 1 l I 1 

O 
1 

5 10 15 30 35 40 20 25 

Figure 1 9  : EvoZution de Em en milieu Steinberg EDTA (1 mM e t  5 mM) 
dépourvu des ions ca2+ e t  Mg2+. Ovocytes de PZeurodèZe. 



Au c o n t r a i r e ,  c h e z  l e  P l e u r o d è l e ,  l ' a c t i o n  Q'un m i l i e u  h y p e r c a l -  

c i q u e  ou h y p o c a l c i q u e  p e n d a n t  1 5  à 20 m i n u t e s  ne p r o d u i t  a u c u n e  v a r i a t i o n  

d é c e l a b l e  s u r  l e  p o t e n t i e l  d e  membrane [Tab leau  1111. 

Tableau III : Valeurs moyennes du potentiel de membrmze des 
ovocytes de Pleuroddle en mi l ieux hypercalcique 
e t  hypocalcique . 

M i l i e u x  [ c a 2 + ] e  

m E q / l  

O 

O ,  34 
S t e i n b e r g  normal  

E J 8  

Lor sque  les  o v o c y t e s  s o n t  é q u i l i b r é s  pendan t  p r è s  d e  3 h e u r e s  

d a n s  un m i l i e u  d e  S t e i n b e r g  dépourvu  d ' i o n s  c a 2 + ,  l e u r  membrane s e  d é p o l a -  

r ise néanmoins p u i s q u e  Em p a s s e  d e  - 71 + 4,510 mV [n  = B I  à - 43 ,75  ,IT 3 , 8 0  mV 

( n  = 8 1 .  C e t  e f f e t ,  à l o n g  t e r m e ,  s emble  a l t é r e r  l a  s t r u c t u r e  d e  l a  membrane 

q u i  p a r a î t  p l u s  d i s t e n d u e  que  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  p h y s i o l o g i q u e s  n o r m a l e s .  

Ce phénomène e s t  c e p e n d a n t  r é v e r s i b l e .  De p l u s ,  l ' a d d i t i o n  d'EGTA ( 1  mfll 

à un m i l i e u  e x t r a c e l l u l a i r e  depourvu  d ' i o n s  c a 2 +  provoque  une  d é p o l a r i s a t i o n  

membranai re  imméd ia t e  e t  r é v e r s i b l e  d e  1 9  à 20 mV e n v i r o n  ( f i g .  1 8 1 .  

3.1.4.1.  Inf luence du mi l i eu  Ca O Idgo EDX4 sur Em e t  R 

Em - mV 

- 69,66  + 1 , 5 2  

- 6 9 , 8 3  + 4 , 3 0  

- 67 ,5  + 3 , 5 1  

Comme p r é c é d e m ~ e n t ,  l a  v a l e u r  d e  Em ne change  p a s  l o r s q u e  l e  m i l i e u  

e x t r a c e l l u l a i r e  e s t  t c t e l e m e n t  dépourvu  d ' i o n s  d i v a l e n t s .  P a r  c o n t r e ,  l ' a d a i -  

t i o n  d'EDTA (1 e t  5  mM1 à c e  même m i l i e u  e n t r a î n e  une d é p o l a r i s a t i o n  rnembra- 

n a i r e  q u i  s ' é t a b l i t  en  q u e l q u e s  m i n u t e s  ( f i g .  191  e t  s e  s t a b i l i s e  à e ~ v i r o n  

- 18mV ( P u b l i c a t i o n  no  31 .  

Nombre 

d ' o v o c y t e s  

7  

1 2  

8 



Figure 20 : Variation du potentie Z 
de membrane pendant 2 'ap-  
pZication de courants d é p  
Zar~ismts e t  hyperpolari- 
s m t s  en milieu Steinberg 
(en haut) e t  milieu 
Steinberg EDTA (1 mM) 
Ca O Mg O (en bas).  
Ovocyte de PZeurodèZe. 

Figure 21 : Re Zatiuns voZtagz 
courant drms Ze milieu 
de Steinberg noma2 (# 
e t  dans 2s milieu Steinberg 
EDTA ( 1  m M j  dépoum~u des 
ions divaZents. Ovocyte 
de PZeurodèZe. 



Cm. rnv  

Figure 22 : EvoZution de Em en milieu Steinberg EDTA (1 mM) 
( 1  M) Ca O Mg O (i) ; 

en haut : mi Zieu Steinberg !dg2+ = 1,16 rn Eq (a) -; 

en bas : milieu Steinberg sr2+ = l J 1 6  m Eq (O) ; 
e t  Steinberg nomna 2. Ovocyte de PZeurodè Zu . 



Parallèlement, la constante de temps diminue très fortement 

(fig. 201 et la valeur de la résistance membranaire chute de 63 à 70 % 

puisqu'elle passe dans l'exemple présenté ifig. 211, de 200 K Q en Steinberg 

à 84 K Q en milieu Ca O Mg O EDTA. 

3.1.4.2. Repo Zarisation de Za membrme ovocytaire : action 
des ions M ~ ~ +  ; sr2+ e t  

La repolarisation des ovocytes dépolarisés en milieu Ca O Mg O 

EDTA peut être obtenue aisément sous l'action des ions Mg2+ ou sr2. Cette 

repolarisation,rapide mais incomplète, est parfois suivie par une légère 

dépolarisation (fig. 221. Les ions ea2+ sont sans effet. Dans ces conditions 

expérimentales, les ions Mg2+ et sr2+ sont capables de repolariser immédia- 

tement la membrane bien que de manière partielle. Une réversibilité complète 

n'est obtenue que par l'association des ions ca2* et Mg2+: Cette observa- 

tion souligne l'importance des ions ca2+ extracellulaires, qui, par leur 

présence, contribuent à maintenir la stabilité du potentiel de membrane. 

3.1.4.3. Ef fe t s  des m i  Ziew hypercazciques e-b hy_Permagne>iens 
sur Ze potentiel de membrane 

La perméabilité membranaire des ovocytes aux ions Na+ étant très 

faible, nous avons substitué les ions Na+ par les ions ca2+ ou PIg2+. Chacun 

de ces milieux hypercalcique et hypermagnésien, totalement dépourvus d'ions 

Na+, provoque un effet légérement hyperpolarisant de 4 à 6 mV semblable à 

celui obtenu lors de la substitution du sodium par de la choline. 

Contrairement aux données rapportées par BELLE et al. (1S771, chez 

Xenopus, l'augmentation de la concentration extracellulaire en calcium ou 

en magnésium ne provoque aucun effet spécifique sur la valeur de Em. Par 

contre, l'addition de chélateurs à des milieux dépourvus d'ions divalents 

entraîne une dépolarisation rapide. Ces données ne permettent en aucune 

façon de conclure à l'existence d'une permeabilité spécifique de la membrane 

ovocytaire aux ions ca2+ et Mg2+. Elles suggèrent que les ions divalents 

pourraient jouer de manière indirecte, en contrôlant les permeabilités 



Figure 23 : Evolution de Em en milieu Steinberg EDTA (1 mM) Ca O Mg O 
(+-+) ; en absence de ~ a +  ( @---ml e t  en Steinberg normal ( h - A ) . 
Ovoeyte de PZeurodèZe. 



steinberg 

Figure 24 : Relations voltage-courant drwz ovocyte de PZeurodèZe en 
milieu Steinberg normaZ (0---O) ; milieu Steinberg EDTA 
(5 d) dépourvu des ions divaZents (+-+) e t  en milieu 
EDTA dépourvu des ions C'a2+, !dg2+ e t  NU+. Dans ze dernier 
milieu Ze sodium e s t  remplacé p a r  la choline ( - - - - 9 )  , 



EDTA 
15mM 

EDTA 1 Na0 

Temps (mn) 
r I 1 1 i 

O 20 40 60 80 

Figure 25 : Evolution de Ern d ' m  ovocyte de PZeuroàèZe 
- en mi Zieu Steinberg EDTA f 5 mMI Ca O Mg O 
- en milieu Steinberg EDTA Ca O Mg O choline 
- en mi l i e u  Steinberg EDTA Ca O Mg O choline K20 

(drms ce mtlieu, la  concentration des ions k? a 
d t d  muZtipZiée par 20). 

- en milieu Steinberg normal. 



3.1.4.4.  Pemnéabilité NU+ e t  K+ en mi l i eu  dépcumtu d'ions 
divaZents 

Le remplacement du Na+ par de la choline permet une repolarisation 

partielle des ovocytes préalablement placés en milieu Ca O Mg O EDTA ifig. 23). 

Parallèlement, la résistance totale de la membrane - qui diminue en miliou 

Ca O Mg O EDTA [fig. 241 - augmente à nouveau lorsque Na+ est totalement 

absent de la solution. Ainsi, la dépolarisation initiale en Ca O Mg O EDTA 

résulte d'une augmentation de conductance (chute de R I  qui se trouve en 

grande partie annulée en absence d'ions Naf. La conductance sodique semble 

donc principalement impliquée. Toutefois, la repolarisation observée n'étant 

que partielle et instable, il était logique d'envisager que la perméabilité 

K+ puisse également se trouver modifiée dans ces conditions. 

Un milieu Ca O Mg O EDTA choline dont la concentration en ions K+ 

est modifiée d'un facteur 20 engendre une dépolarisation membranaire qui se 

stabilise à une valeur moyenne de Em de l'ordre de - 26,08 ? 4,06 mV (n  = 121. 

Cette valeur n'est pas significativement différente de celle obtenue en milieu 

Steinberg K 2 0  IEm = - 30,22 t: 2,86 mV n = 14). Il apparaft que-les ions diva- 
> .  

lents ne modifient pas la perméabilité aux ions K ' .  

La chélation des ions divalents extracellulaires augmente la conduc- 

tance sodique alors que celle-ci se révèle extrêmement réduite dans notre 

milieu extracellulaire de référence. Cette chélation n'intéresse pas seule- 

ment les ions divalents de la solution physiologique mais également ceux 

situés sur la face externe de la membrane plasmique de l'-ovocyte. Les ions 

ca2+ et PIg2' ont donc un rôle stabilisant pour la membrane ovocytaire . 
Toute substance présentant des affinités étroites pour les ions 

divalents tend à modifier la perméabilité ~ a +  et à perturber l'équilibre 

ionique de part et d'autre de la membrane ovocytaire . Cependant, dans les 
conditions normales de milieu, cet équilibre ne peut être altéré que si 

d'importantes modifications apparaissent dans les concentrations ou activités 

ioniques intracellulaires qui peuvent être également contrôlées par des 

mécanismes de transport actif. 



3.1.5. Mise en évidence d'un mécanisme de transport actif 

L'un  d e s  mécanismes d e  t r a n s p o r t  a c t i f  l e s  p l u s  c l a s s i q u e s  se 

c a r a c t é r i s e  p a r  un i n f l u x  d e  K f  c o u p l é  à un e f f l u x  de ~ a ' ,  f l u x  q u i  

t r a v a i l l e n t  c o n t r e  l e  g r a d i e n t  é l e c t r o c h i m i q u e .  L ' é n e r g i e  u t i l i s é e  à 

c e t  e f f e t  e s t  e n g e n d r é e  p a r  une enzyme : l a  Naf - K f  ATPase flg2+ d é p e n d a n t e  

ISKOU 1965-19731 e n c o r e  a p p e l é e  pompe Na' K + .  Son a c t i v i t é  p e u t  ê t r e  m i s e  

en  é v i d e n c e  s o i t  en  l ' i n h i b a n t  s o i t  e n  l ' a c t i v a n t .  Les g l y c o s i d e s  c a r d i a -  

q u e s  (SCHATZMAN 19531 comme l ' o u a b a r n e  (SEN e t  a l .  19691 s o n t  i n h i b i t e u r s  

e t  p rovoquen t  une d é p o l a r i s a t i o n  membranai re  d e  q u e l q u e s  m i l l i v o l t s .  L ' a c -  

t i v a t i o n  d e  l a  pompe Na-K est o b t e n u e  à l a  s u i t e  d ' u n e  i n j e c t i o n  i n t r a c e l -  

l u l a i r e  d e  Na'. (THOMAS 19721 .  On o b s e r v e  a l o r s  une h y p e r p o l a r i s a t i o n  m e m b r a n a i r ~  

q u i  ne  se p r o d u i t  p a s  en  p r é s e n c e  d ' o u a b a l n e  ou  en  a b s e n c e  d e  p o t a s s i u m  

e x t e r n e .  

Le t a b l e a u  I V  r a s s e m b l e  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  à p a r t i r  d e s  f o l l i -  

c u l e s  e n t i e r s  de  P l e u r o d è l e  e t  d ' A x o l o t l  é t u d i é s  d è s  l e u r  i s o l e m e n t  d e  l ' o v a i r e  

e t  soumis  à 1 ' o u a b a l n e  ( I O - ~ V I  . Une d é p o l a r i s a t i o n  membranai re  d e  1 ' o r d r e  

d e  + 4  à + 5  mV e s t  h a b i t u e l l e m e n t  o b s e r v é e  a u  b o u t  d e  q u e l q u e s  m i n u t e s  pou r  

d e s  o v o c y t e s  d e  P l e u r o d è l e ,  p r é l e v é s  à d e s  époques  t r è s  d i f f é r e n t e s  d e  l ' a n n é e .  

P o u r  l ' A x o l o t l ,  l a  d é p o l a r i s a t i o n  est  d e  l ' o r d r e  d e  + 7 mV. 

TabZeau I V  : Valeurs de Em des ovocytes de PZeurodèZe e t  drAxoLotZ mesurées 
dès Zeur isoZement de Zrovaire e t  amplitude de Za d6polarisation 
rneni~ranaire en ouabaîne 1 O-~M. 

Animaux 

P l e u r o d è l e  
30 .08 .79  

P l e u r o d è l e  
31.09.79 

P l e u r o d è l e  
10 .06 .82  

A x o l o t l  
14 .06 .82  

Ampl i tude  d e  l a  dépo- 
l a r i s a t i o n  en  o u a b a l n e  

+ 0 , 8  I 1 , 7 9  mV 
( d e  O à + 4 m V 1  

+ 4 , 7 5  tr 0 , 9 6  mV 
( d e  + 4  à + 6 m V 1  

+ 5  0 , 9  mV 
( d e  + 4  à + 6 nV1 

+ 7 f 4 , 0 8  mV 
( d e  + 1  à + 1 0  mV1 

d u  
de  membrane 

Em tr a 

- 67 + 3 , 7 4  mV 
( d e  - 62 à - 72 mV1 

- 38  f 8 , 0 4  mV 
( d e  - 28 à - 45 mV1 

- 55  2 1 4 , 9  mV 
( d e  - 34 à - 78 mV1 

- 68 f 7 , 1 6  mV 
( d e  - 60 à - 75 mV1 

1 

Nombre d ' o v ~ c y t e s  
t r a i t é s  

5 

4  

8  

4 



Des r é s u l t a t s  a n a l o g u e s  s o n t  o b t e n u s  l o r s q u e  les o v o c y t e s  s o n t  

p r é a l a b l e m e n t  é q u i l i b r é s  p e n d a n t  p l u s  d e  1 2  h e u r e s  d a n s  l e  m i l i e u  OR2 

(Tab leau  V I  . Dans deux s é r i e s  e x p é r i m e n t a l e s ,  l ' o u a b a i n e  demeure s a n s  e f f e t .  

Tabkau V : VaZeurs de Em des ovocytes de PZeurodèle e t  dtAxoZotZ équilibrés 
en OR2 pendant pZus de 1 2  hures  à 13°-140C. Amplitude de la  
dépolarisation membranaZre en ouabaZne 1 O - ~ M .  

Dans l ' u n e  d e  c e s  s é r i e s  ( P  30 .08 .79  ; T a b l e a u  V I  , 1 0  o v o c y t e s  o n t  s u b i  

une i n j e c t i o n  i o n t o p h o r é t i q u e  d e  ~ a + .  Une h e u r e  a p r è s  c e t t e  i n j e c t i o n ,  l a  

v a l e u r  d e  Em r e s t a i t  d e  l ' o r d r e  d e  - 20 mV,  c e  q u i  s i g n i f i e  que  l a  membrane 

de  c e s  o v o c y t e s  s ' e s t  r é v é l é e  i n c a p a b l e  d e  "pomper" l e  Na i n j e c t é .  

Animaux 

P l e u r o d è l e  
30 .08 .79  

P l e u r o d è l e  
8 .03 .82  

P l e u r o d è l e  
22.04.82 

P l e u r o d è l e  
10 .06 .82  

Axolo t  1 
14.06 .82  

* 

L ' i n a c t i v i t é  de  l a  pompe ne p e u t  ê t r e  â t t r i b u é e  à une mauva i se  c o n d i t i o n  

p h y s i o l o g i q u e  de  c e s  o v o c y t e s  p u i s q u e  l e s  v a l e u r s  d e  l e u r  p o t e n t i e l  d e  membrane 

r e s t e n t  du  même o r d r e  que c e l l e s  h a b i t u e l l e m e n t  e n r e g i s t r é e s .  

V a l e u r s  du p o t e n t i e l  
d e  membrane Em r a 

- 6 2 , s  I 5 , s  mV 
( d e  - 55 à - 72 mV1 

- 72,25  I 4 , 2 3  mV 
( d e  - 64 à - 79 mV1 

- 65 ,60  I 1 2 , 6  mV 
( d e  - 40 à - 8 0  mV1 

- 6 7 , l  I 1 , 8  mV 
I d e  - 64 à - 69 mV1 

- 52 + 9 , 9  mV 
i d e  - 42 à - 6 4  m V 1  

Ampl i tude  d e  l a  dépo- 
l a r i s a t i o n  en  o u a b a l n e  

O mV 

0  mV 

+ 4  I 5 , s  mV 
i d e  O à + 1 7  mV1 

+ 4 , 3 3  I 4 , 4  mV 
( d e  O à + 9  mV1 

+ 4 ,17  2 4 , 3  mV 
( d e  O à + 11  m V 1  

Malgré  q u e l q u e s  e x c e p t i o n s ,  e n c o r e  i n e x p l i q u é e s ,  l ' e n s e m b l e  d e  c e s  

données  met en é v i d e n c e  une composante  membranai ra  s e n s i b l e  à l ' o u a b a i n e  

don t  l ' a c t i v i t é  c o n t r i b u e  à h y p s r p o l a r i s e r  l a  membrane d e  4 à 5  mV. 

Nombre d ' o v o c y t e s  
t r a i t é s  

7  

8  

8  

6  

6  



3.1.6.  Conclusion 

La membrane d e s  o v o c y t e s  d e  P l e u r o d è l e  e s t  p r i n c i p a l e m e n t  pe rméab le  

aux  i o n s  K* p u i s q u e  l a  c o n d u c t a n c e  augmente  l o r s q u e  l e  m i l i e u  e x t e r n e  e s t  

e n r i c h i  en i o n s  K'. En o u t r e ,  l a  r e l a t i o n  Em = f ( ~ n  ( ~ ' 1 ~ )  e s t  l i n é a i r e  

l o r s q u e  [ K C I e  e s t  s u p é r i e u r e  à 2 , 6 8  m E q / l .  La p e n t e  est  d e  44 mV,  v a l ~ u r  

p r o c h e  d e  c e l l e  o b s e r v é e  p a r  KUSANO e t  a l .  (19821 s u r  les o v o c y t e s  d e  

Xenopus q u i  e s t  d e  46 m V .  Ces données  i n d i q u e n t  que  l a  p e r m é a b i l i t é  aux 

i o n s  K' n ' e s t  p a s  e x c l u s i v e ,  d ' a u t a n t  q u e  l ' a b s e n c e  d e s  i o n s  Na+ d a n s  l e  

m i l i e u  e x t e r n e  se t r a d u i t  p a r  un e f f e t  h y p e r p o l a r i s a n t  de q u e l q u e s  m i l l i v o l t s  

q u i  a t t e s t e  c l a i r e m e n t  d e  l e u r  p a r t i c i p a t i o n  à l a  g e n è s e  du p o t e n t i e l  d e  

membrane. 

Chez PZeurodeZes, c o n t r a i r e m e n t  à l a  s i t u a t i o n  o b s e r v é e  c h e z  Rana 

(ZIEGLER e t  MORRILL, 1977 ; MORRILL e t  ZIEGLER 19801 ,  les i o n s  C l -  n ' a f f e c t e n t  

p a s  l a  v a l e u r  du  p o t e n t i e l  d e  membrane. 

P a r  a i l l e u r s ,  l a  p e r m é a b i l i t é  s é l e c t i v e  d e  l a  membrane d e s  o v o c y t e s  

d e  PZeurodeZes aux  i o n s  K +  e t  Na+ dépend d e s  i o n s  ca2+ e t  M ~ ~ '  e x t r a c e l l u -  

l a i r e s .  Cependan t ,  l a  membrane o v o c y t a i r e  n e  p a r a î t  p a s  pourvue  d ' u n e  perméa- 

b i l i t é  s i g n i f i c a t i v e  aux  i o n s  d i v a l e n t s  e t  c e u x - c i  ne f e r a i e n t  q u e  s t a b i l i s e r  

l a  membrane p l a s m i q u e  en  c o n t r ô l a n t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  l a  p e r m é a b i l i t é  

s o d i q u e .  

C e r t a i n s  a u t e u r s  [WALLACE e t  STEINHARDT 1977 ; WEINSTEIN e t  a l .  19821 

s o u t i e n n e n t  que  l e  p o t e n t i e l  d e  membrane d e s  o v o c y t e s  en  p r o p h a s e  1 e s t  en -  

g e n d r é  p a r  l ' a c t i v i t é  d e  l a  pompe N a - K .  O r ,  nous  a v o n s  c o n s t a t é ,  t o u t  au 

moins  c h e z  l e  P l e u r o d è l e ,  que  d e s  o v o c y t e s  f o l l i c u l é s  ou d é f o l l i c u l é s  p r é s e n -  

t e n t  d e s  v a l e u r s  d e  p o t e n t i e l  d e  membrane d e  même a m p l i t u d e  e t  q u e  l e s  o f f e t s  

d e  l a  o u a b a l n e  ne se t r a d u i s e n t  que  p a r  une  f a i b l e  d é p o l a r i s a t i o n  membranai- 

r e  d e  l ' o r d r e  d e  q u e l q u e s  m i l l i v o l t s .  

La v a l e u r  moyenne d e  Em e s t  s o u v e n t  c o m p r i s e  e n t r e  - 60 e t  - 70 mV 

e t  i l  n ' e s t  p a s  r a r e  d ' o b t e n i r  d e s  v a l e u r s  p l u s  p r o c h e s  de  - 70 m V ,  l ' é t a t  

p h y s i o l o g i q u e  d e s  o v o c y t e s  d é p e n d a n t ,  l e  p l u s  s o u v e n t ,  de  l ' â g e  d e  l a  f e m e l l e .  

O r ,  l a  v a l e u r  d e  l a  p i l e  p o t a s s i q u e  EK a  e t 5  e s t i m é e  d a n s  nos  c o n d i t i o n s  expé- 

r i m e n t a l e s  à - 9 9 , 6  rnV, v a l e u r  q u e l q u e  peu é l o i g n é e  d e  c e l l e  d e  Ern. La c o n t r i -  

b u t i o n  d e s  i o n s  Na' au  p o t e n t i e l  d e  membrane r e p r é s e n t e  - 4 à - 6 m V .  Il en  



va  d e  même p o u r  l a  pompe Na-K. Il  f a u t  donc  e n v i s a g e r  que l ' a c t i o n  t rauma-  

t i s a n t e  d e s  m i c r o é l e c t r o d e s  d o i t  f a i r e  c h u t e r  de  p l u s i e u r s  m i l l i v o l t s  ( a u  

moins 1 0  mV1 l a  v a l e u r  du p o t e n t i e l  d e  membrane. 

La p e n t e  d e s  r e l a t i o n s  v o l t a g e - c o u r a n t  t r a d u i t  l e  c a r a c t è r e  ohmique 

d e  l a  membrane q u i  ne p r é s e n t e  p a s  d e  r e c t i f i c a t i o n  à l ' i n v e r s e  d e  l a  s i t u a -  

t i o n  que  l ' o n  r e n c o n t r e  c h e z  les E t o i l e s  d e  mer Mediaster aequaZis e t  flordora 

p w z c t i f o d s  [MIYAZAKI e t  a l .  1975 a ; HAGIWARA e t  TAKAHASHI 19741.  Chez les  

U r o d è l e s ,  nous n ' avons  j a m a i s  o b s e r v é  d ' e x c i t a b i l i t é  membranai re  de  même 

n a t u r e  que  c e l l e  d é c r i t e  p o u r  l ' o v o c y t e  d e s  Anoures Bufo (MAENO, 19591 

e t  Xenopus (KADO e t  a l .  1979 ; BAUD e t  a l .  19821.  Chez c e s  an imaux,  l a  mem- 

b r a n e  p l a s m i q u e  d e  l ' o v o c y t e  est  c a p a b l e  d ' e n g e n d r e r  un p o t e n t i e l  d ' a c t i o n  

d e  l o n g u e  d u r é e ,  en r é p o n s e  à un f o r t  c o u r a n t  d é p o l a r i s a n t .  S u r  l e  même 

m a t é r i e l ,  KUSANO e t  a l .  (19821 a f f i r m e n t  c e p e n d a n t  n ' a v o i r  j a m a i s  ob t enu  

un t e l  phénomène e t  c o n c l u e n t  à l a  n a t u r e  ohmique d e  l a  membrane d e s  o v o c y t e s  

d e  Xenopus. Nous avons  pu r e p r o d u i r e ,  s u r  c e t t e  e s p è c e ,  l e s  r é s u l t a t s  d e  

KADO e t  a l .  119791 e t  d e  BAUD e t  a l .  119821 c e  q u i  c o n f è r e  p l u s  d e  v a l e u r  

aux  données  n é g a t i v e s  que  nous  p r é s e n t o n s  en  c e  q u i  c o n c e r n e  l ' o v o c y t e  d e s  

U r o d è l e s .  

3 .2 .  VARIATION DES PROPRIETES ELECTRIQUES MEMBRANAIRES PENDANT LA MATURATION 

3.2.1. Induction de la maturation 

Nous avons  é t u d i é  l a  v a r i a t i o n  d e s  p r o p r i é t é s  é l e c t r i q u e s  membranai res  

d a n s  d i v e r s e s  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  q u i  p e r m e t t e n t  d ' i n d u i r e  l a  m a t u r a t i o n .  

On s a i t  que  l a  p r o g e s t é r o n e  a g i t  d i r e c t e m e n t  s u r  l a  membrane d e  l ' o v o c y t e  ; 

o u t r e  l ' h o r m o n e  n a t u r e l l e ,  nous  avons  u t i l i s é  d i v e r s  mimé t iques  éga l emen t  

a c t i f s .  Ce s o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  l e  PHMPS . l e s  i o n s  ~ n ~ +  e t  l a  v a l i n o m y c i n e .  

Nous avons  e n f i n  d é c o u v e r t  un a u t r e  p r o c é d é  q u i  a u t o r i s e  l e  d é b l o c a -  

g e  d e  l ' é v o l u t i o n  m é l o t i q u e  o v o c y t a i r e .  I l  s ' a g i t  d e  l a  d é f o l ? i c u l a t i o n  d e s  

o v o c y t e s .  Que  c e l l e - c i  s o i t  r é a l i s é e  manuel lement  ou p a r  t o u t  a u t r e  p r o c é d é ,  

mécanique  ou enzymat ique ,  e l l e  e n g e n d r e  d e  v é r i t a b l e s  m a t u r a t i o n s  en l ' a b s e n c e  

de  t o u t e  s t i m u l a t i o n  hormonale  ( P u b l i c a t i o n  no  71. Les  r é s u l t a t s  p r é s e n t é s  

d a n s  l e  t a b l e a u  V I  r e n d e n t  compte d e  c e s  o b s e r v a t i o n s .  Les p o u r c a n t a g e s  d e  

m a t u r a t i o n  o b s e r v é s  s o n t  p l u s  i m p o r t a n t s  c h e z  l e s  U r o d è l e s  q u e  c h e z  Xenopus. 

Cependan t ,  e n  d e h o r s  de  l e u r  s a i s o n  no rma le  d s  p o n t e ,  l e s  o v o c y t e s  de  P l e u r o -  

d è l e  ne  r é p o n d e n t  n i  à l a  p r o g e s t é r o n e  n i  à l a  d é f o l l i c u l a t i o n .  I l  e s t  e x c l u  



que  les m a t u r a t i o n s  d é c l e n c h é e s  p a r  l e  t r a i t e m e n t  à l a  c o l l a g é n a s e  p u i s s e n t  

r é s u l t e r  d ' u n e  c o n t a m i n a t i o n  p a r  l a  p r o g e s t é r o n e  ou q u e l q u e  i o n  mimét ique  

p u i s q u ' a u c u n e  d i f f e r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  d a n s  l e s  t a u x  d e  m a t u r a t i o n  n ' a  é t é  

o b s e r v é e  a v a n t  e t  a p r è s  une d i a l y s e  i n t e n s i v e  de  l ' enzyme .  Dans t o u s  l e s  

c a s ,  l e s  o v o c y t e s  s t i m u l é s  p r é s e n t e n t  un f u s e a u  m é t a p h a s i q u e  e t  p e u v e n t  ê t r e  

a c t i v é s .  Des r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  o n t  é t é  o b t e n u s  l o r s q u e  les  f o l l i c u l e s  s o n t  

e x t r a i t s  p a r  une a b r a s i o n  t r è s  ménagée. Cette méthode,  a p p l i q u é e  aux  o v o c y t e s  

d e  Xenopus, a p r o d u i t  64  % d e  m a t u r a t i o n  (32/501.  I c i ,  e n c o r e ,  le  m i l i e u  

u t i l i s é  n ' a p p a r a î t  p a s  con taminé  p u i s q u ' i l  ne  provoque  aucune  m a t u r a t i o n  l o r s  

q u ' i l  e s t  u l t é r i e u r e m e n t  a p p l i q u é  à d e s  f o l l i c u l e s  e n t i e r s .  P a r  a i l l e u r s ,  

t o u t e s  l e s  e x p é r i e n c e s  de  c o n t r ô l e  q u e  nous  avons  r é a l i s é e s  e n  a b s e n c e  d e  

p a p i e r  a b r a s i f  ( v o i r  M a t é r i e l s  e t  Méthodes1 nous  o n t  f o u r n i  d e s  r é s u l t a t s  

n é g a t i f s ,  même a p r è s  3 6  h e u r e s  d e  t r a i t e m e n t .  I l  a p p a r a î t  donc  que  l e  Sécou-  

p l a g e  d e  l a  j o n c t i o n  o v o c y t e - c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  p e u t  d é c l e n c h e r  l a  r e p r i -  

se de  l a  m é i o s e  c h e z  l e s  Amphibiens comme c h e z  les  Mammifères. Ces d e r n i e r s  

Tab Zeau V I  : Pourcentage de maturation après dé fo ZZicuZation ou addition de 
progestérone î ~ - ~ ~ / r n Z  de foZZicuZes i n t a c t s .  ( ) nombre d 'ovo- 
cytes  t r a i t é s .  

Animaux 

Xenope 
( 1 0  p l  

P l e u r o d è l e  
( 5  p l  

A x o l o t l  
( 4  p l  

r é s u l t a t s  nous  o n t  i n c i t é  à é t u d i e r  l e s  v a r i a t i o n s  d s s  p r o p r i é t é s  é l e c t r i q u e s  

membrana i r e s  d e s  o v o c y t e s  pendan t  l a  m a t u r a t i o n  e t ,  p l u s  s p é c i f i q u e m e n t ,  à 

r e c h e r c h e r  l e  ou l e s  f a c t e u r s  r e s p o n s a b l e s . d e  c e s  m o d i f i c a t i o n s .  

T r a i t e m e n t  
c o l l a g é n a s e  

61 % 
(1191 

92  % 
(1001 

O é f o l l i c u l a t i o n  
m a n u e l l e  

25 % 
(1131 

74 % 
(421 

67 % 
(781  

P r o g e s t é r o n e  
s u r  f o l l i c u l e  

Ovocy te s  non 
t r a i t B s  

I 

72 % 
21 0  

1 0 0  % 
(801 

100  % 
(701 

O % 
240 

O % 
(1751 

Cl ;O 
(801 



Axolotl 

Figure 26 : EvoZutibn du potentiez de membrane (Eml d r m  foZZicuZe 
entier drAmZotZ e t  v&ations de Za rdsistcmce 
membranadrie (R)  aprDs addition de p~ogestdrme ( + ) 
(lai6 g/mZl en milieu OR2. . 

Em mV GP (RxlOJn) 

(+---+ ) Em ; ( O - . )  R 
VG : Vdsicule germinative au pôle anima2 
RVG : Rupture de la  VdsicuZe germinative 
GP : Apparition du premier globuk polaire 
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3.2.2. Evolution des paramètres électriques membranaires pendant la 
maturation induite par la progestérone ou par ses mimétiques 

Chez l e s  Anoures ,  d e s  t r a v a u x  a n t é r i e u r s  o n t  mon t r é  que  l e s  o v o c y t a s  

o v u l é s  s o n t  d a n s  un é t a t  t r è s  d é p o l a r i s é  p a r  r a p p o r t  à d e s  o v o c y t e s  o v a r i e n s  

(MAENO, 1959  ; MORRILL e t  WATSON, 19661.  L ' a c t i o n  d e  l a  p r o g e s t é r o n e  e s t  
:: 
c a r a c t é r i s é e  p a r  l a  d i m i n u t i o n  du p o t e n t i e l  d e  membrane j u s q u ' à  une v a l e u r  d e  

- 1 0  mV e n v i r o n ,  mesu rée  d a n s  l e s  m i l i e u x  R i n g e r  ou OR2. P a r a l l è l e m e n t ,  

l e s  a u t e u r s  e n r e g i s t r e n t  une a u g m e n t a t i o n  d e  l a  r é s i s t a n c e  membranai re  (ITO 

1972  ; MAENO 1959 ; MOREAU e t  a l . ,  1976  a  ; WALLACE e t  STEINHARDT, 1977 ; 

ZIEGLER e t  MORRILL, 19771.  

Les  é t u d e s  p o r t a n t  s u r  l e s  o v o c y t e s  d e  Rcma pip iens  i n d i q u e n t  que  

l e  d é b u t  d e  l a  d é p o l a r i s a t i o n  c o ï n c i d e  a v e c  l e  g o n f l e m e n t  e t  l a  r u p t u r e  d e  

l a  v é s i c u l e  g e r m i n a t i v e  [ZIEGLER e t  MORRILL, 19771.  Le c y t o p l a s m e  o v o c y t a i r e  

d e v i e n d r a i t  i s o p o t e n t i e l  a v e c  l e  m i l i e u  e x t r a c e l l u l a i r e  à l a  f i n  d e  l a  matu-  

r a t i o n .  

Nous a v o n s  t e s t é  i n d i v i d u e l l e m e n t  d e s  f o l l i c u l e s  e n t i e r s  p r o v e n a n t  

d e  5  f e m e l l e s  d e  P l e u r o d è l e  e t  d e  5  f e m e l l e s  d ' A x o l o t l .  La v a l e u r  moyenne 

du p o t e n t i e l  de  membrane d e s  o v o c y t e s  d e  P l e u r o d è l e  u t i l i s é s  d a n s  c e t t e  

s é r i e  s ' e s t  s i t u é e  e n t r e  - 3 8  e t  - 85 mV (i = - 5 7 , 2  I 1 8 , 7  mV1 e t  c e l l e  

d e s  o v o c y t e s  d ' A x o l o t l  e n t r e  - 34 e t  - 7 3  mV [i = - 5 5 , 8  + 1 5 , 7  m V 1 .  

La r é s i s t a n c e  membranai re  de  c e s  o v o c y t e s ,  e n t o u r é s  d e  l z u r s  c e l l u l e s  

f o l l i c u l a i r e s ,  d é p a s s e  100  KSZ a i n s i  que  nous  l ' a v o n s  d é j à  n o t é  d a n s  l e  t a b l e a u  II .  

Des m o d i f i c a t i o n s  i m p o r t a n t e s  du  p o t e n t i e l ,  d e  l a  r é s i s t a n c e  e t  d e  

l a  c a p a c i t a n c e  s u r v i e n n e n t  t o u j o u r s  a v a n t  que  l a  r u p t u r e  de  l a  v é s i c u l e  g e r m i -  

n a t i v e  ne  p u i s s e  ê t r e  d é t e c t é e  v i s u e l l e m e n t .  La p é r i o d e ,  c o r r e s p o n d a n t  à l a  

m i g r a t i o n  d e  l a  v é s i c u l e  g e r m i n a t i v e ,  s u i v i e  d e  s a  r u p t u r e ,  v a r i e  c o n s i d é r a -  

b l emen t  d ' u n  o v o c y t e  à l ' a u t r e .  Il  f a u t  a t t e n d r e  e n t r e  1 2  e t  1 5  h e u r e s  c h e z  

l e  PZeurodèZe e t  p r è s  d e  8  à 9 h e u r e s  c h e z  1'AxoZotZ. 

Chez c e s  deux e s p è c e s ,  les t r a c é s  r é v è l e n t  que  d é p o l a r i s a t i o n  mem- 

b r a n a i r e  e t  a u g m e n t a t i o n  de  l a  r é s i s t a n c e  i n t e r v i e n n e n t  d e  f a ç o n  l e n t e  e t  

c o n t i n u e  d è s  l ' a p p l i c a t i o n  do p r o g u s t é r û n e  ( f i g .  26 ,  272 .  La v a l e u r  du pater,- 

t i e l  d e  membrane a t t e i n t  - 1 3 , 6  i 5 , 7  mV (n  = 1 7 )  a p r g s  l ' é m i s s i o n  du p r e m i e r  

g l o b u l e  p o l a i r e  c h e z  i e  P l e u r o d è l e  e t  - 1 9  I 1 2  mV [ n  = 71 c h e z  ~ ' A X O I O ~ I .  



Figure 27 : Eziolution du potentiel de membrane (Eml d'un .foZZicuZe 
2e Pleurodèle e t  vamations de la  résistance membranaire ( R )  
après addition de progestérone (10'~g/ml) en milieu OR2. 
L'ordonnée de gauche indique Za valeur du potentiel de membrane 
(Em) ,  l 'ordonfiée de droite Za résistance de membrane (R) . 
(+--ut! Em ; ( - 0 )  8 
RVG rupture de la uésicuZe germinative 
GP apparition du premier globule polaire. 
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Figure 28 : EvoZution dzl potentiel de membrane (En) d ' u n  f o Z Z i d e  
d 'Axolotl e t  variations de la  résistance membranaire ( R )  
après addition d'ions lm2+ (5 mM) d m s  milieu OR2. 
L'ordonnée de gauche indique la  valeur du potentie Z de 
membrane (Em) , Z 'ordonnée de droite Za rdsistance ( R )  . 
GP : apparition du premier globule solaire. 



millisecondes 

. Figure 29 : Variation des constantes de temps m~mbranaires 
des ovocytes fo ZZicuZés, d 'Ambystoma, après 
addition de progestérone. 

(0-0): t = O m n  
(..-a ) : t = 80 mn 
(0 -0 )  : t = 180 mn 



Oans l e  même t emps ,  l a  r é s i s t a n c e  t o t a l e  augmente  d ' a b o r d  g r a d u e l -  

l e m e n t  p u i s  trds f o r t e m e n t  au  c o u r s  d e  l ' é m i s s i o n  du g l o b u l e  p o l a i r e  j u s q u ' à  

un p i c  d o n t  l a  v a l e u r  e s t  d e  5 à 6 f o i s  s u p é r i e u r e  à l a  v a l e u r  i n i t i a l e .  

Chez l e  P l e u r o d è l e ,  e l l e  se s t a b i l i s e  e n f i n  à un n i v e a u  moyen d e  817 + 249 K fi 

I n  = 71, n i v e a u  t r è s  s u p é r i e u r  à c e l u i  d e s  o v o c y t e s  o v a r i e n s .  Les o v o c y t e s  

d e  p e t i t e  t a i l l e  e t  c eux  b l o q u é s  pendan t  l a  p h a s e  d e  r e p o s  s e x u e l  ne  p r é s e n -  

t e n t  j a m a i s  d e  v a r i a t i o n s  d e  l e u r s  p a r a m è t r e s  é l e c t r i q u e s  membranai res  l o r s -  

q u ' i l s  s o n t  soumis  à l a  p r o g e s t é r o n e .  Les i o n s  ~ n ~ +  ( 5  mM1 a i n s i  que  l e  

PHMPS p rovoquen t  l e s  mêmes v a r i a t i o n s  ( f i g .  281.  Ces r é s u l t a t s  t é m o i g n e n t  d e  

m o d i f i c a t i o n s  i m p o r t a n t e s  e n g e n d r é e s  p a r  l a  p r o g e s t é r o n e  ou ses mimé t iques  

e t  q u i  v o n t  d a n s  l e  s e n s  d ' u n e  d i m i n u t i o n  c o n s i d é r a b l e  d e  l a  c o n d u c t a n c e  

membrana i r e .  Il  c o n v i e n t ,  c e p e n d a n t ,  d e  t e n i r  compte d e s  p r o f o n d s  remaniements  

m o r p h o l o g i q u e s  q u i  a f f e c t e n t  les f o l l i c u l e s  e n t i e r s  a u  c o u r s  du p r o c e s s u s  d e  

m a t u r a t i o n .  

3.2.2.1. Influence des modifications de surface 

Les o b s e r v a t i o n s  e n  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  d ' u n  o v o c y t e  t émoin  

e t  d ' u n  o v o c y t e  m a t u r é  r é v è l e n t  une  r é g r e s s i o n  q u a s i  t o t a l e  d e s  m i c r o v i l l o -  

s i t és  ( P l a n c h e  III p e n d a n t  l a  m a t u r a t i o n ,  I l  en  r é s u l t e  une d i m i n u t i o n  d e  

s u r f a c e  d o n t  l e  c o r o l l a i r e  é l e c t r o p h y s i o l o g i q u e  imméd ia t  e s t  un a c c r o i s s e -  

ment d e  l a  r é s i s t a n c e  t o t a l e  e t  une c h u t e  d e  l a  v a l e u r  du c o n d e n s a t e u r  

membranai re .  

On n o t e r a  d e  p l u s  que  c e s  e n r e g i s t r e m e n t s  o n t  étG r é a l i s i s  s u r  d e s  

f o l l i c u l e s  e n t i e r s .  O r ,  nous  a v o n s  d é j à  i n d i q u é  q u e  l a  d é f o l l i c u l a t i o n  m a n u e l l e  

ou enzymat ique  d e s  o v o c y t e s  m o d i f i a i t  c o n s i d é r a b l e m e n t  l a  v a l e u r  de  l a  résis-  

t a n c e  membranai re  p a r  d i s p a r i t i o n  d e  l a  composante  à f a i b l e  r é s i s t a n c e  l i é e  

aux  j o n c t i o n s  "gap" . 

3.2.2.2. Le découplage électrique ovocyte-cellules folZiculaires 
( W Z i c a t i o n  n o  71 

En t r a v a i l l a n t  s u r  d e s  f o l l i c u l e s  e n t i e r s ,  l e s  o v o c y t e s  e t  l e s  

c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  commencent à s e  d é c o u p l e r  i o n i q u e m e n t  d a n s  l e s  v i n g t  

p r e m i è r e s  m i n u t e s  q u i  s u i v e n t  l ' a d d i t i o n  d ' ho rmone .  La f i g u r e  2 9 , d é m o n t r e  
* < '  

que  l a  composante  r a p i d e ,  mesurée  à to  C-rm = 7  -i 3 , 8 3  m s  n  = 1 2 1 ,  n:'est 

p l u s  o b s e r v a b l e  au b o u t  d e  8 0  m i n u t e s ,  t a n d i s  que  l a  composante  l e n t e  

(rm = 1 2  I 4 ,19  ms n  = 71 p e r s i s t e  s a n s  v a r i a t i o n  s i g n i f i c a t i v e  

I-rm = 10 4 ,09  m s  n  = 1 5  1 au b o u t  d e  1 8 0  m i n u t e s .  Aucune é v o l u t i o n  



ultérieure ne se produit jusqu'à la rupture de la vésicule germinative, 

indiquant que les cellules folliculaires sont physiologiquement découplées 

au delà des trois premières heures suivant la stimulation hormonale, bien 

que nos observations uitrastructurales montrent des jonctions "gap" appa- 

remment intactes jusqu'à 6 heures d'incubation hormonale IPlazche IV, fig. D l .  

En conclusion, la régression des microvillosités, ainsi-que le découplage 

électrique, qui intervient entre l'ovocyte et ses cellules folliculaires 

après quelques minutes d'incubation hormonale, pourraient rendre compte en 

partie de la dépolarisation et de l'augmentation de la résistance membranaire 

observées pendant les trois premières heures de la maturation ; parallèlement, 

il est très vraisemblable qu'interviennent des modifications importantes, 

liées à des changements de perméabilité ionique de la membrane ovocytaire 

(diminution de la conductance). Nous avons donc mesuré à ce propos l'activi- 

té ionique intracellulaire des ions K+ à l'aide d'une microélectroae spé- 

cif ique. 

3.2.3. Variations des perméabilités ioniques de la membrane des ovocytes 
pendant la maturation. 

Chez Rana, il a été montré que la dépolarisation membranaire est 

associée en partie avec une diminution de la perméabilité potassique (M3RRILL 

et ZIEGLER, 19801, ce qui constituerait, selon les auteurs, le prélude au 

développement d'un état excitable atteint vers la 2ème division méiotique. 

Cette variation de la conductance potassique a été également mise 

en évidence par la technique des traceurs radio-actifs (O'CGNNOR et al., 19771. 

L'influx et l'efflux de K+ augmentent deux heures après le traitement par la 

progestérone puis diminuent, après rupture de la vésicule germinative. 

Chez Rana p i p i z n s ,  l'accumulation de ~ a +  s'accentue après la stimu- 

lation hormonale puis elle décline après rupture de la V.G. pour devenir 

inférieure à sa valeur initiale tandis que la concentration interne de K+ 

diminue (ZIEGLER et NORRILL, 1977). 

3 . 2 . 3 . 1 .  Ions K+ 

La technique des microélectrodes spécifiques permet de mesurer 

simultanément la variation du potentisl de membrane et la différence de 

potentiel due à l'activité icnique intra-ovocytaire. Cette technique nous 



Figure 30 : Evo Zution du potentie 2 de membrane (Em) e t  de 2 >act iv i té  
intraceZluZaire des ions [ P l i  d'un ovocyte de Pleumdète 
oprés addition de progestérone 11 om6 g/mZl. L IordonnQe de 
gauche indique Zract ivi té  des ions [ P l  i m Eq/Zl 
2 >ordonnée de droite la  valeur du potentiel de membrane 
(Em) en mV. 



a fourni une valeur moyenne de l'activité intracellulaire des ions K+ de 

l'ordre de 37 m Eq/l, valeur qui permet d'estimer la pile potassique Ek 

à - 67 mV, valeur très inférieure à celle obtenue par le calcul théorique. 

Dès les premières minutes, la membrane se dépolarise. Parallèlement, 

on observe une diminution de l'activité intracellulaire des ions Kf, diminu- 

tion qui dépasse 45 % Cfig. 301. La chute de l'activité ionique traduit une 

réduction de la perméabilité aux ions K+ . Cette réduction serait responsable 
tant de la diminution de la conductance membranaire que de la dépolarisation 

observée au cours de la maturation. 

Dans l'hypothèse où une telle modification de la perméabilité potas- 

sique constituerait un facteur clé dans le déclenchement de la maturation 

on pourrait s'attendre logiquement à ce qu'un changement dans la concentra- 

tion externe des ions K+ parvienne à lever le blocage des ov~cytes arrêtés 

en prophase 1. 

Cependant, et contrairement aux données de KûFOID et al. (19791 qui 

soulignent que les ions K+ inhibent la maturation des ovocytes de Xenopus, 

nous n'avons jamais pu obtenir la reprise de la m6ïose des ovocytes de 

Pleurodèle ou d'Axolotl en supprimant simplement les ions K+ du milieu 

extérieur bien que la valinomycine, ionophore K+, se révèle efficace à 

déclencher la maturation. Nous aurons l'occasion de revenir pius loin sur 

cette contradiction apparente qui se trouvera alors résolue de manière 

satisfaisante. 

3.2.3.2. Ions Alai 

Bien que n'ayant pas testé la perméabilité aux ions Na+ sur le plan 

électrophysiologique, nous avons étudié les effets de l'absence des ions 

~ a +  externes sur le déclenchement de la maturation des ovocytes de Pleurodèle. 

Lorsqu'on substitue les ions ~ a +  par de la choline ou par les ions 

ca2+ dans le milieu externe, le pourcentage de maturation chute considéra- 

. blement par rapport au milieu normal (Tableau VIII. Ce résultat, qui démontre 

que les ions Naf extracellulaires sont nécessaires à la reprise de la mélosr 

chez le Pleuroaèle, laisse supposer que la conauctance sodique devrait logi- 

quement augmenter. Il y a là une contradiction avec le fait que les ovccytes 



de Xenopus perdent leur excitabilité après l'addition de progestérone 

(BAUD et al., 19821.  Il devient impossihle quelques heures après l'appli- 

cation hormonale, d'activer les canaux sodiques responsables du potentiel 

d'action. Cependant, très récemment, SCHLICHTER (19821 décrit l'apparition 

de potentiels d'action spontanés depuis la métaphase I jusqu'à la métaphase II 

des ovocytes de Rana pipiens ; dans le même temps, l'activité interne des 

ions ~ a +  s ' accroît (SCHLICHTER 1983 1 . 

TabZeau V I I  : Ovocytes de PZeurodèZe soumis à la  progestérone 
( 1  ug/rnZ) en milieu GR 2 ; OR 2 dépourvu d'ions Naf 
(GR2 choline ; OR2 C'dl2). 

Par ailleurs, certains auteurs font remarquer que l'un des évEne- 

ments les plus importants qui marquent la reprise de la méiose chez les 

Anoures consiste dans l'inhibition du mécanisme d'échangs ectif ~ a + - K +  

(VITTO et WALLACE, 1977 ; WALLACE et STEINHARDT, 1977 ; WEINSTEIN-et al. 

19821. Ces mêmes auteurs attribuent un rôle prépondérant 5 la pompe N~'-K+ 

dans la genèse du potentiel de membrane des ovocytes non stimulés de 

Xenopus et de Hana. 

Lorsque des ovocytes de Pleurodèlo, incubés continuellement en 

présence de progestérone, sont individuellement soumis à l'action de la 

ouabaïne 11 o - ~  Ml, ce glycoside. cardiaque, actif au départ, n'exerce plus 

OR2 choline 
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Figure 31 : Pourcentage de maturation des ovocytes de PZeurodèZe 
(en haut) e t  dtAxoZotZ ien bas) en f c ~ c t i o n  du temps 
d'incubation dans Za progestérone il0'6g/mZ) e t  dans 
Za progestérone en présence de ouabaïne Z G Z ~  M .  Pour 
chaque courbe 50 ovocytes ont été incubés dans 10 mZ 
de milieu OR2 en présence de progestérone ( 0  - a) e t  de 
progestérone + oucbaZne 10'4M (+- -+) . 



aucune  a c t i o n  d é p o l a r i s a n t e  s u r  l a  membrane q u e l q u e s  3 h e u r e s  e n v i r o n  a p r è s  

a d d i t i o n  d e  l ' h o r m o n e .  

L ' a c t i v i t é  d e  l a  pompe s e r a i t  donc  a r r ê t é e à  c e  s t a d e .  Lorsque  

p r o g e s t é r o n e  e t  o u a b a ï n e  a g i s s e n t  s i m u l t a n é m e n t  d e p u i s  l ' o r i g i n e ,  on o b s e r v e ,  

en  o u t r e ,  que  l a  m a t u r a t i o n  s e  t r o u v e  f a v o r i s é e  comme l ' a t t e s t e  l e s  e x p é r i e n -  

c e s  s u i v a n t e s  r é a l i s é e s  c h e z  l e  P l e u r o d è l e  e t  l ' A x o l o t l .  

- En p r é s e n c e  d e  p r o g e s t é r o n e  l e s  v é s i c u l e s  g e r m i n a t i v e s  s o n t  

v i s i b l e s  au  p ô l e  a n i m a l  au bou t  d e  5 à 6 h e u r e s ,  l e u r  r u p t u r e  i n t e r v e n a n t  

d è s  l a  9ème h e u r e  pou r  l e  P l e u r o d è l e  ( f i g .  31, c o u r b e  A l  e t  d è s  l a  5ème 

h e u r e  pou r  l ' A x o l o t l  ( f i g .  31, c o u r b e  BI. 

- L ' a d d i t i o n  d ' o u a b a l n e   IO-^ M d a n s  l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  a c c é l è r e  

t a n t  l a  m i g r a t i o n  d e s  v é s i c u l e s  g e r m i n a t i v e s  au  p ô l e  a n i m a l  q u e  l e u r  r u p t u r e  

( f i g .  31, c o u r b e  A e t  B I .  Dans c e s  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s ,  : ' o u a b a ï n e  n ' a  

p a s  d ' e f f e t  s i g n i f i c a t i f  s u r  l e s  p o u r c e n t a g e s  d e  m a t u r a t i o n  o b t e n u s .  

I l  semble  donc  que  l a  p r o g e s t é r o n e  i n h i b e  l e  t r a n s p o r t  a c t i f  N ~ + - K +  

s e n s i b l e  à l ' o u a b a i n e .  Dans = e s  c o n d i t i o n s ,  l e  f a i t  q u e  l a  m a t u r a t i o n  s o i t  

f a c i l i t é e  s o u s  l ' a c t i o n  c o n j u g u é e  d e  l a  p r o g e s t é r o n e  e t  d e  l ' o u a b a ï n e  p o u r r a i t  

s ' e x p l i q u e r  d a n s  l ' h y p o t h è s e  d ' u n e  c o m p é t i t i o n  e n t r e  l ' ho rmone  e t  l e  g i y c o s i d e  

c a r d i a q u e  p o u r  l e s  mêmes s i t e s  membrana i r e s .  Il  a p p a r a î t  d i f f i c i l e  d ' a t t r i b u e r  

un r ô l e  f o n d a m e n t a l  à l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  pompe ~ a '  -K+. Chez Xenopus, nous  

avons  , e n  e f f e t ,  o b s e r v é  de  m a n i è r e  r é p é t i t i v e ,  que  l e s  s e u l s  o v o c y t e s  q u i  

se r é v è l e n t  r é f r a c t a i r e s  à l ' a c t i o n  d e  l a  p r o g e s t é r o n e  s o n t  j u s t e m e n t  c e u x  

q u i  ne p o s s è d e n t  au d é p a r t  aucune  pompe f o n c t i o n n e l l e  ou a c t i v a b l e  p a r  i n j e c -  

t i o n  d e  ~ a + .  

N i  l ' a r r ê t  d e  l a  pompe, n i  l e s  m o d i f i c a t i o n s  d e s  c o n d u c t a n c e s  i o n i q u e s  

membranai res  n e  s e m b l e n t  donc p o u v o i r  c o n s t i t u e r  l e  s i g n a l  e f f i c a c e  de  l a  

r e p r i s e  d e  l a  mé iose .  La v a r i a t i o n  t r è s  p r o g r e s s i v e  d e s  p a r a m è t r e s  é l e c t r i q u a s  

o v o c y t a i r e s  a p p a r a î t  t o u j o u r s  c o n s é c u t i v e  à une d i m i n u t i o n  de  l a  s é l e c t i v i t é  

d e  l a  p e r m é a b i l i t é  membranai re .  Q u e l  s i g n a l  p r i m a i r e  p e u t  ê t r e  à l ' o r i g i n e  

de  c e s  m o d i f i c a t i o n s  ? 

Nous a v o n s  d é j à  s o u l i g n é  q ~ e l l e  c o n t r i b g t i o n  i n d i r e c t e  p 6 ü P a i e n t  Zppor- 
' 

t e r  l e s  i o n s  d i v a l e n t s  e x t é r i e u r s  d a n s  l e  m a i n c i a n  d e  l a  d i f f é r e q c e ,  de p o t s n -  

t i e l  e x i s t a n t  e n t r e  l e s  m i l i e u x  e x t e r n e  e t  i n t r a c e l l u l a i r e ,  p a r  l a  v o i e  

d ' u n  c o n t r ô l e  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  s o d i q u e .  Nous avons  vu que l a  p e r m é a b i l i t é  
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Figure 32 : L,ibération intraceZlu2aire de ca2+ induite par 

Za progestérone dans Les ovocytes de Xenopus ( X I ,  
PZeurodeZes (P) ,et Ambystoma ( A ) ,  in jec tés  d'aequomne. 

-. m- Xenopus mutant albinos 
6 - 0 Ovocytes témoins in jec tés  d 'aequorine 

Les taux de maturation pour ces expériences ont é t é  
respectivement : 

X sauvage : 17/30 ; X albinos 7/15 . 
P : 14/25 + 6/25  vésicules g e d n a t i v e s  au 

pôle anima2 ( V G )  - 
A : 21/25 + 2/25 VG 



potassique n ' e s t  apparemmsnt pas modifiée dans ces condi t ions .  Dans c e t t e  

perspec t ive ,  on pour ra i t  donc imaginer que l a  progestérone pu i s se  c o n t r ô l e r  

l e s  perméabi l i tés  Na+ e t  K+ en modif iant  l a  r é p a r t i t i o n  des i o n s  d iva len t s  

t a n t  à l a  su r face  de l a  membrane que dans l e  milieu i n t r a c e l l u l a i r e .  

\ 

3.2.4. Calcium et maturation (Publication n o  5) 

De nombreux arguments suggèrent que l e s  ions  ca2+ pourra ient  jouer  

l e  r ô l e  de messager secondaire  l o r s  de l a  s t imula t ion  hormonale der ovocytes 

d'Amphibiens (MAROT e t  a l . ,  1976 ; SCHORDERET-SLATKINE e t  a l . ,  1977 ; BAULIEU 

e t  a l . ,  19781. MOREAU e t  a l .  (19761, en i n j e c t a n t  du ca2+ par  iontophorèse dans 

l e s  ovocytes de Xenopus, ont déclenché l a  maturation en l ' absônce  de t o u t  

apport hormonal. Cependant, à c e t t e  époque e t  chez l e s  Amphibiens, aucune 

expérience n ' a v a i t  apporté  l a  preuve d 'un changement de l ' a c t i v i t é  i n t r a c e l -  

l u l a i r e  de ca2+ l o r s  de l a  r e p r i s e  de l ' é v o l u t i o n  mélotique. Seules ,  l ' i n j s c -  

t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  de photoprotérnes de m&me que l ' u t i l i s a t i o n  d ' é l e c t r o -  

des ca2+ s e n s i b l e s  pouvaient appor ter  une démonstration d é f i n i t i v e  de l ' e x i s -  

tence de v a r i a t i o n s  dans l ' a c t i v i t é  i n t r a c e l l u l a i r e  des ions  c a 2 + .  Notre 

étude a  po r t é  s u r  Xenopus, Ambystoma e t  PZeurodeZes. 

3.2 .4 .1 .  A c t i v i t é  du ca2+ dans l e s  ovocytes non stirnuZés 

L ' a c t i v i t é  de "repos" des ions  ca2f mesurée avec l e s  microélectrodes 

sens ib l e s  dans l e s  ovocytes de Xenopus e t  dlAmbystoma, e s t  respectivement de 

0 ,4  e t  0 ,9 1oe6 M .  

3.2.4.2. Réponse caZcique a p r è s  stimuZation hormonaZe 

Après i n j e c t i o n  p réa l ab le  d 'aequor ine  dans des ovocytes,  l ' a d d i t i o n  

de progestérone déclenche une v a r i a t i o n  lumineuse t r a n s i t o i r e  q u i  rend compte 

d'une augmentation de l ' a c t i v i t é  i n t e r n e  d u  ca2+.  La durée ( 3  à 6 heures1 e t  

l ' ampl i tude  de côs v a r i a t i o n s  sont  semblables dans l e s  3 espèces é tud iées  

( f i g .  321 .  E n  ou t r e ,  l ' absence  de ca2+ e t  M ~ ~ +  ex ternes ,  dont l e s  conséquences 

s u r  l a  perméabi l i té  membrannaire des ovncytes ont longuement 6 th  analysées 

par a i l l e u r s ,  n'empêche pas l a  mani fes ta t ion  d u  p ic  ca lc ique .  Ainsi l ' a l t é r a -  

t i o n  des p e r m é a ~ i l i t é s  ~ a +  e t  K +  demeure sans  e f f e t  s u r  l a  l i b j r a t i o n  i n t r a -  

c e l l u l a i r e  du ca2+ en présence de p r o g e s t é r o n ~ .  



Heures 

Figure 33 : Libération intraceZZuZaire de ca2+ induite par Za progestérone 
dans les ovocytes d'Ambystoma. Enregistrement e f fectués avec 
une éZectrode ca2+ sensible (a - i l  sur un seul ovocyte, e t  
sur une papuZation de 25 ovocytes inljectds d 'aequomne (e-  0 )  

1 4  ovocytes ont maturé. 

L'encart i l  Zustre Ze chmgement de Z 'act iv i td  ca2+ enregistrd 
pendant Zes deux premidres heures qui suivent Z 'action de la 
progestérone. L ' ordmnde de droite indique 2 ' in tens i té  de Za 
lumière émise en rn4, Z 'ordonnde de gauche 2 'act iv i td  calcique 
mesurée avec Z '6 Zectrode ca2$ sensible. 



Dans chaque c a s ,  l a  rup tu re  de l a  vés i cu le  germinat ive su rv i en t  

2 à 3 heures  après  l ' émiss ion  maximale de lumière.  

L 'enregis trement  des  v a r i a t i o n s  de l ' a c t i v i t é  du ca2+ i n t r a c e l l u l a i r e  

montre une augmentation de l ' a c t i v i t é  ca l c ique  d é t e c t a b l e  dès  l e s  d ix  pre- 

mières minutes ap rè s  l ' a d d i t i o n  de progestérone.  L ' a c t i v i t é  ca l c ique  mesurée 

par  microélectrode passe de 0 , 7  à 7 P M .  Les r ep ré sen ta t ions  graphiques de l a  

f i g u r e  33 montrent l a  p a r f a i t e  concordance obtenue par  ce s  deux techniques.  

Outre l ' a c t i v i t é  i n t e r n e  du ca2,  nous avons pu appréc i e r ,  avec une 

é l ec t rode  ca2+ s e n s i b l e  placée dans l e  mi l ieu  ex terne ,  l 'augmentat ion de 

l ' a c t i v i t é  du ca2+ externe  30 minutes ap rè s  l e  t r a i t emen t  hormonal. L 'e f f  lux 

t o t a l  correspond à une diminution d 'envi ron  0,03 PM de l a  t eneu r  en ca2+ de 

l ' ovocy te  e t  correspond à 0 , l  % du p i c  ca l c ique  i n t r a c e l l u l a i r e .  Cet e f f l u x  

n ' i n t e r v i e n t  pas en absence de ca2+ ex te rne .  

Aucune v a r i a t i o n  de l ' a c t i v i t é  ca l c ique  n'a pu ê t r e  e n r e g i s t r é e  

avec l e s  ovocytes de Xenope dont l e  diamètre  e s t  i n f é r i e u r  à 1 mm e t  qu i  

ne répondent jamais à l a  s t imu la t ion  hormonale a i n s i  qu 'avec l e s  ovocytes ce 

Pleurodèle  de t a i l l e  normale q u i  ne maturent jamais pendant l a  sa i son  de 

repos sexuel .  

3.2.4.3. Réponse caZeique en présence de substances mimétiques 

Des substances comme l e  PHMPS, l e s  ions ~ n ~ +  e t  l a  valinomycine 

indu i sen t  l a  r e p r i s e  de l a  méiose des ovocytes des t r o i s  espèces d'Amphibiens, 

provoquent l a  dépo la r i s a t ion  membranaire e t  l a  diminution de l a  conductance 

ionique bien que leurs  e f f e t s c c n n u s  au niveau membranaire s o i e n t  t r è s  d i f f é -  

r e n t s  [ v o i r  c h a p î t r e  I l .  

L ' ac t ion  du PHMPS e t  des  i ons  ~ n ~ +  (10 rnM1 s e  c a r a c t é r i s e  par  une 

brève émission lumineuse e n r e g i s t r é e  dès l e s  premières minutes ,  s u i v i e  d 'une 

deuxième v a r i a t i o n  t r a n s i t o i r e  q u i  débute 2 heures ap rè s  l ' a d d i t i o n  des 

drogues e t  dure environ 3 heures.  Les mêmes phénomènes sont  cbservés en absen- 

ce de ca2+ e t  de M ~ ~ +  ex te rnes .  La valinomycine, u t i l i s é e  s u r  l ' ûvocyte  

d 'Axolo t l ,  ne déclenche qu'un s e u l  p i c  ca l c ique ,  semblable à c e l u i  Obtenu 

avec l a  progestérone.  Aucune réponse n ' e s t  e n r e g i s t r é e  en absence de ca2+ 

externe .  



4 
O 4 8 12 16 20 

Hours 

Figure 34 : Ef fe t  d'un milieu ORz-propionate de sodiwn &pourvu des ions 
~ l ' s u r  la  libération de Ca2+ induite p a r  la  progestErone dans 
les  ovocytes d'Ambystoma. 
A.  Libération de Ca2+ induite par la  progestérone sur un l o t  
de 25 ovocytes incubés dans le  milieu propionate CZo depuis 
t = - 45 m. Le progestérone e s t  ajoutée à t = 30 m. Les 
ovocytes ont é té  lavés à t = + 1 3  h 30 m. 
B. Libération de Ca2+ obtenue dans les  ovocytes lavés. t = O 
e s t  la  f in  du lavage. 
EZ1 A aucwl déclenchement de la  maturation n ' e s t  observé, en 
B 21/25 ovocytes ont émis leur premier globule polaire. 



A i n s i  que  nous venons  d e  l e  v o i r ,  l a  l i b é r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  d e  

c a 2 +  r e p r é s e n t e ,  s a n s  aucun d o u t e ,  une  é t a p e  e s s e n t i e l l e  d a n s  l ' a c t i o n  d e  

l a  p r o g e s t é r o n e .  E l l e  p o u r r a i t  b i e n  c o n s t i t u e r  l ' é v é n e m e n t  c l é ,  r e s p o n s a b l e  

d e  l a  r e p r i s e  d e  l a  méiose  p u i s q u e  c e t t e  r é p o n s e  c a l c i q u e  s ' o b s e r v e  a v e c  

t o u s  les  m i m é t i q u e s ,  y  c o m p r i s  l a  v a l i n o m y c i n e .  P a r  a i l l e u r s ,  il semble  

b i e n  q u e  ce t te  r é p o n s e  s o i t  i n d i s p e n s a b l e  à l a  m a t u r a t i o n  p u i s q u e  d e s  ovo- 

c y t e s  d e  P l e u r o d è l e ,  b l o q u é s  en  p r o p h a s e  1 p e n d a n t  l e u r  p é r i o d e  d e  r e p o s  

s e x u e l  ne  l i b è r e n t  j a m a i s  d e  ca2+ s a n s  l ' e f f e t  d e  l a  p r o g e s t é r o n e .  Dès l o r s ,  

e t  d a n s  l e  c a d r e  d e  c e t t e  h y p o t h é s e ,  on p o u v a i t  e f f e c t u e r  l a  p r é d i c t i o n  

s u i v a n t e  : t o u t e  s u b s t a n c e  c a p a b l e  d ' i n h i b e r  l a  r e p r i s e  d e  l a  mé iose  d e v r a i t  

empêcher  é g a l e m e n t  l a  r é p o n s e  c a l c i q u e .  C 1 e s t , e f f e c t i v e m e n t ,  c e  que  nous 

avons  o b s e r v é .  

3.2.4.4. Inhibition réversible de La réponse caZcique 
(Publication n o  6 )  

Le remplacement  t o t a l  ou p a r t i e l  (1 /21  du NaCl p r é s e n t  d a n s  110R2, 

p a r  du p r o p i o n a t e  d e  sodium i n h i b e  l a  r é i n i t i a t i o n  m é ï o t i q u e  d e s  o v o c y t e s  

d ' A x o l o t l  a i n s i  que  l ' é v o l u t i o n  du p o t e n t i e l  d e  membrane q u i  r e s t e  s t a b l e  

a p r è s  une  h y p e r p o l a r i s a t i o n  i n i t i a l e  d e  5 m V .  P a r  c o n t r a s t e ,  l ' i s e t h i o n a t z ,  

a u t r e  s u b s t i t u a n t  du c h l o r e ,  n e  b l o q u e  n i  l a  m a t u r a t i o n  i n d u i t e  p a r  l a  p r o -  

g e s t é r o n e ,  n i  l a  d é p o l a r i s a t i o n  membranai re  q u i  l ' a c c o m p a g n e .  

L ' i n h i b i t i o n  o b t e n u e  a v e c  l e  p r o p i o n a t e  s ' a v è r e  r é v e r s i b l e  p a r  

s i m p l e  l a v a g e ,  s a n s  a d d i t i o n  s u p p l é m e n t a i r e  de  p r o g e s t é r o n e .  Les e n r e g i s t r s m e n t ;  

e f f e c t u é s  d é m o n t r e n t  que s e u l  l e  t r a i t e m e n t  au  p r o p i o n a t e  a b o l i t  l a  l i b é r a t i o n  

d e  c a 2 +  e t  que c e l l e - c i  s ' e f f e c t u e  a u  c o n t r a i r e  normalement ,  a p r è s  l a  p r o c é -  

d u r e  d e  r i n ç a g e  ( f i g .  341. 

Comme l e  p r o p i o n a t e ,  l a  c y c l o h e x i m i d e ,  i n h i b i t e u r  d e s  s y n t h è s e s  

p r o t é i q u e s  b l o q u e  d e  m a n i è r e  r é v e r s i b l e ,  l a  r e p r i s e  d e  l a  mé iose  d e s  o v o c y t e s  

d e  Xenopus (BALTUS e t  a l .  19731 e t  d e  Rana (SAMSON e t  SCHUETZ, 19791.  C e t t e  

d r o g u e  n ' a  p a s  d ' e f f e t  sur l e  p o t e n t i e l  d e  membrane d e s  o v o c y t e s  d ' A x o l o t l  

ma i s  i n h i b e  l a  r é p o n s e  c a l c i q u e ,  l a  d é p o l a r i s a t i o n  e t  l a  m a t u r a t i o n .  C e t t e  

i n h i b i t i o n  e s t  e n c o r e  r é v e r s i b l e  p a r  s i m p l e  l a v a g e .  



3 . 2 . 5 .  Conclusion 

Au cours de ce travail, nous avons montré que la maturation des 

ovocytes s'accompagne : 

- d'une dépolarisation de la membrane plasmique, 

- d'une augmentation de la résistance membranaire, 
- d'une diminution de l'activité des ions K' intracellulaires, 

- d'une libération intracellulaire transitoire de ca2+. 

La dépolarisation membranaire qui accompagne la maturation des 

Amphibiens est un phénomène général qui intéresse tant les Anoures (BELLE 

et al., 1976 , 1977 b ; MOREAU et al., 1976 c ; WALLACE et STEINHAROT, 1977 ; 

KADO et al., 1981 ; ZIEGLER et MORRILL, 1977 ; IWAO et al., 19811 que les 

Urodèles. Cependant, WALLACE et STEINHARD (19771 soulignent que les ovocytes 

de Xenopus, qui ne s'hyperpolarisent jamais après dissection de l'ovaire 

(ovocytes du type dépolarisél maturent normalement et ne se dépolarisent pas 

plus fortement que ceux du type hyperpolarisé après traitement à la progesté- 

rone. 

En travaillant sur des follicules entiers, nous avons montré que 

l'augmentation de la résistance qui accompagne la maturation est consécutive, 

d'une part,à la chute de la composante ohrnique. de la jonction ovocyte-cellule 

folliculaire, d'autre part, à la diminution de la sélectivité de la membrane 

ovocytaire aux ions KC. L'activité intracellulaire des ions KC des ovocytes 

de Pleurodèle déterminée par la courbe Em = f (Ln[KCle1 a été estimée à 

47 m Eq/l, valeur nettement inférieure à celles enregistrées chez les Anoures 

(Tableau II. Une valeur voisine (54 mm1 a été mesurée chez Hyla Zabialis 

[HUNTER et DULUÇUE, 19591. Si l'on tient compte, cepenàant, de la concentra- 

tion des ions K+ extracellulaires (2,5 mm], les valeurs de la pile potassique 

Ek sont de l'ordre de - 97 mV pour les ovocytes dela grenouille (PALMER et al. 

19781 et de - 92 mV pour les ovocytes de la salamandre (HOROWITZ et al., 

19791 ; elles apparaissent donc du même ordre de grandeur que celle calcuiée 

chez le Pleurodèle où a Ke = 0,67 mEq [milieu Steinberg1 

a. Ki = 47 mEq 

EK = - 107 mV (en milieu Steinberg1 



Les mesures e f f ec tuées  avec l e s  microélectrodes sens ib l e s  donnent une valeur  

p l u s  f a i b l e  puisque : 

a  K e  = 2,5  m Eq (mi l ieu  O R 2 ]  

a  Ki  = 37 m Eq 

Ek  3 - ô7,8 mV (mi l ieu  O R 2 ]  

Il e s t  t r è s  vraisemblable que Ek se  s i t u e  en t r e  - 107 mV e t  - ô7 mV.  

Le rappor t  des perméabi l i tés  des f o l l i c u l e s  de PZet~~od4Zes a  é t é  

estimé à 0,034, va leur  plus f a i b l e  que c e l l e  rapportée par  MORRILL e t  a l .  

(19771 chez Rana C0,061 e t  par  O ' C O N N O R  e t  a l .  (19771 chez Xenopus. La veleur  

de E k  = - 67 mV e s t  t r è s  certainement l a  va leur  l a  plus proche de l a  p i l e  

potassique compce tenu du f a i t  que l e  rappor t  PNa/Pk e s t  v o i s i n  de 0,034 e t  

que E k  mesurée en mil ieu O R 2  e s t  p lus  proche de l a  va leur  moyenne des poten- 

t i e l s  de membrane des ovocytes de Pleurodèle.  Dans ces  cond i t ions ,  l ' a c t i v i t é  

des i o n s  K +  qu i  e s t  de 37 m Eq dans l e s  ovocytes non s t i m u i i s  passe à 16 m Eq 

à l a  f i n  de l a  maturat ion.  

Une modif icat ion comparable a  é t é  observée l o r s  de l a  maturation 

des ovocytes de Bufo par D I C K  e t  HO YEN (19741. Chez c e t t e  espèce,  l a  

concentrat ion des ions  K+ i n t r aovocy ta i r e  chute à 15 m Eq. Bien q u ' i l  s ' a g i s s e  

d'une mesure de concentrat ion e t  non d ' a c t i v i t é ,  l e s  au teu r s  [ v o i r  

Tableau Il s ' acco rden t  à penser que tous  l e s  ions  K +  i n t r a c e l l u l a i r e s  sont  

l i b r e s .  

Outre l a  dépo la r i sa t ion  membranaire, l a  pompe N ~ + - K + ,  s e n s i b l e  à 

l 'ouabalne,  perd t o u t e  a c t i v i t é  2 à 3 heures ap rès  add i t i cn  de l a  progestérone. 

Chez Rana, WEINSTEIN e t  a l .  (19821 s igna len t  de même l a  d i s p a r i t i o n  d 'un 

courant membranaire sens ib l e  à l a  s t rophan t id ine  e t  une p e r t e  d ' a c t i v i t é  de 

l a  Na K- ATPase. 

Enfin, dans l e s  3  especes d'Amphibiens é t u a i é s ,  nous avons m i s  en 

évidence une l i b é r a t i o n  de ca2+ i n t r a c e l l u l a i r e  qu i  su rv ien t  2  à 3  heures 

avant l a  rupture  de l a  vés i cu le  germinat ive.  Les v é r i f i c a t i o n s  r é a l i s é e s  

avec des é l ec t rodes  sens ib l e s  montrent qu'une augmentation s i g n i f i c a t i v e  

de l ' a c t i v i t é  de ca2+ e s t  dé t ec t ab le  10  minutes après  l ' a d d i t i o n  hormonalo. 

I l  e s t  à noter  que l a  v a r i a t i o n  t r a n s i t o i r e  de Ca + i n t e r v i e n t  

même en absence de Ca ' externe .  L'importance de c e t  événement dans l a  



contrôle du processus de maturation est étayée' par les observations suivantes : 
- - 

- Tous les mimétiques testés (PHMPS, Valinomycine, ions ~ n ~ + l  

entraînent à la fois la libération de ca2+ et la méïose. 

- L'injection dgEGTA1 réalisée avant l'apparition du MPF, empêche 
la méiose (MASUI et al., 1977 ; MOREAU et al. 19761. 

- Aucune libération de ca2.+ n'est observée lorsque les stimuli 
appliqués ne parviennent pas à déclencher la reprise de la méiose. C'est le 

cas pour des ovocytes de petite taille soumis à l'action de la progestérone 

et pour les ovocytes de Pleurodèle saisis en fin d'accroissement et prélevés 

pendant la saison de repos sexuel (mai à septembre]. Le même résultat s'obser- 

ve lorsque les ovocytes d'Axolotl sont traités à la progestérone en présence 

d'inhibiteurs variés de la réponse biologique comme la procaïne, la théophyl- 

line [MOREAU et al. 19801 le propionate de Na ou la cycloheximide (VILAIN 

et al. 19801. Le caractère réversible de l'action de ces deux derniers agents 

sur la réponse calcique et sur la maturation est particulièrement suggestif. 

En fait, la cycloheximide, qui n'exerce aucun effet sur les propriétés 

électrophysiologiques de la membrane ovocytaire, inhibe non seulement la libé- 

ration de ca2+, mais aussi les synthèses protéiques, la phosphorylation des 

protéines et la formation du MPF. Les données que nous avons rassemblées ne 

permettent pas d'assurer qu'une synthèse protéique soit nécessaire pour ob- 

tenir la libération du calcium intracellulaire. En efiet, la cycloheximide 

conserve son effet inhibiteur dans le cas des maturations induites par ion- 

tophorèse calcique (MOREAU et al., 1976~1 ou par application de i'ionophore 

A 23187 (WASSERNAN et MASUI 1975 bl. L'action de la cycloheximide pourrait 

donc s'exercer indépendamment sur deux processus très différents : la libé- 

ration de ca2+ et la synthèse protéique, processus qui apparaissent tous 

deux également nécessaires au succès de la maturation. 
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CHAPITLRE 4 

D I S C U S S I O N  GENERALE 

En p r é s e n c e  d e  p r o g e s t é r o n e ,  les  o v o c y t e s  d e s  U r o d è l e s  é v o l u e n t  

normalement  d e p u i s  l a  p r o p h a s e  1 j u s q u ' à  l a  mé taphase  II ; t o u s  l e s  é v é n e -  

ments  morpho log iques  d é c r i t s  c h e z  les Anoures  s o n t  p a r f a i t e m e n t  v i s i b l e s  

"in v i t ro" .  Cependan t ,  l e s  o v o c y t e s  d e  P l e u r o d è l e  s o n t  i n s e n s i b l e s  à l ' a c t i o n  

de  l a  p r o g e s t é r o n e  pendan t  l a  p é r i o d e  d e  r e p o s  s e x u e l  - mai s e p t e m b r e  - 

d a n s  nos  c o n d i t i o n s  d ' é l e v a g e  ; c e t t e  p é r i o d e  d e  , b l o c a g e  d e  l a  m a t u r a t i o n ,  

j a m a i s  o b s e r v é e  c h e z  l ' A x o l o t l ,  nous i n c i t e  à r e c o n s i d é r e r  l e  r ô l e  p h y s i o -  

l o g i q u e  d e s  c e l i u l e s  f o l l i c u l a i r e s .  

Nous a v o n s  mon t r é  p o u r  l a  p r e m i è r e  f o i s  c h e z  l e s  Amphibiens l ' e x i s -  

t e n c e  d ' u n  c o u p l a g e  i o n i q u e  e n t r s  les m a c r o v i l l o s i t é s  d e s  c e l l u l e s  f o l l i c u -  

l a i r e s  e t  l a  membrane p l a s m i q u e  de  l ' o v o c y z e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e s  j o n c -  

t i o n s  "gap".  On s a i t  que l a  p e r m é a b i l i t é  d e  c e s  complexes  j o n c t i o n n e l s  esr 

s e n s i b l e  à l a  c o n c e n t r a t i o n  i n t e r n e  d e s  i o n s  c a 2 +  l i b r e s  p u i s q u ' e n  e f f e t  

l e u r  a u g m e n t a t i o n  i n t r a c y t o p l a s m i q u e  r é d u i t  l a  p e r m é a b i l i t é  d e s  j o n c t i o n s  

'kap" (ROSE e t  LOEWENSTEIN, 19751.  L o r s  d e  l a  r e p r i s e  de  l a  mé iose  o v o c y t a i r e  

d e s  amph ib i ens ,  1' a u g m e n t a t i o n  de  1 ' a c t i v i t é  i o n i q u e  du ca2+  i n t r a c e l l u l a i r e  

e s t  d é c e l a b l e  a p r è s  d i x  m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  hormonale  ; l e  d é c o u p l a g e  i o n i q u e  

d e s  c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  p e u t  ê t r e  e n r e g i s t r é  a u  bout  d e  q u a t r a  v i n g t s  

m i n u t e s  ; il e s t  t o t a l  au  d e l à  de  3 h e u r e s ,  moment où l a  l i b é r a t i o n  t r a n s i -  

t o i r e  de  c a 2 +  e s t  à son  maximum. On p o u r r a i t  p e n s e r  que l e s  c e l l u l e s  f o l l i c u -  

l a i r e s  e x e r c e n t  un c a n t r ô l e  n é g a t i f  pe rmanen t  s u r  l e  déc l enchemen t  d e  l a  

mé iose  e t  que  l a  l i b é r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  d e  c a 2 +  permet  de  l e v e r  ce con- 

t r ô l e  en  r e n d a n t  l a  j c n c t i o n  imperméante .  C ' e s t  d a n s  c e  s e n s  que  nous  pouvons 

i n t e r p r é t e r  l e s  v r a i e s  m a t u r a t i û n s  o b t e n u e s  a p r è s  d é f o l l i c u l a t i a n .  Nous 

pensons  que  l e s  i o n s  ca2+ i n t r a o v o c y t a i r e s  r é g u l e n t  d i r e c t e m e n t  l a  perméa- 

b i l i t é  d e s  j o n c t i o n s  ; p e n d a n t  l a  p g r i o d e  d e  r e p o s  s e x u e l ,  l a  p r o g e s t é r o n e  



e t  même ses  mimétiques s e  r évè l en t  i n e f f i c a c e s  à déclencher  l a  réponse 

ca lc ique  ; l e  découplage ovocyte-ce l lu les  f o l l i c u l a i r e s  ne peut a v o i r  l l e u .  

Pour que l a  démonstration s o i t  complète, il s u f f i r a i t  de t e s t e r  l e  couplags 

ionique d 'une p a r t  en présence de progestérone e t  d ' a u t r e  part, en i n j e c t a n t  

des ions  ca2+ pendant l a  pér iode de blocage. L ' i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  

s imultanée de substances f l uo rescen te s  de d i f f é r e n t s  poids moléculaires  e t  

d ' i ons  ca2+ s e r a i t  également f o r t  u t i l e  bien que l a  f a i b l e  t a i l l e  des 

c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  c o n s t i t u e  un o b s t a c l e  majeur à l a  r é a l i s a t i o n  de 

ces  expérimentat ions.  

Outre que l a  d é f o l l i c u l a t i o n  déclenche l a  r e p r i s e  de l a  méiose ovo- 

c y t a i r e  des Amphibiens, e l l e  s t i m u l e r a i t ,  se lon  c e r t a i n s  au t eu r s  (ZIEGLER 

e t  MORRILL, 1977 ; WALLACE e t  STEINHARDT, 19771, l ' a c t i v a t i o n  de l a  pompe 

Na-K q u i  e n t r a î n e r a i t  une hyperpolar i sa t ion  de p lus  de 30 mV. La s i t u a z i o n  

e s t  d i f f é r e n t e  chez l e  Pleurodèle  où l e  p o t e n t i e l  de membrane des  ovocytes 

f o l l i c u l é s  ou dénudés, e s t  un p o t e n t i e l  de d i f f u s i o n  aux ions  K +  e t  Na'. Le 

t r a n s p o r t  a c t i f  Na-K, s e n s i b l e  à l ' ouaba lne  ne cont r ibue  que pour quelques 

m i l l i v o l t s  ( -5  à - 7  mV1 à l a  va leur  du p o t e n t i e l  Se membrane. Cependant, 

après  3  heures environ d ' incubat ion  hormonale , l a  pompe Na-K ces se  son 

a c t i v i t é .  O r ,  VITTO e t  WALLACE (19761 e t  nous mêmesavons montré que l 'ouabaine  

i n h i b i t e u r  de l a  Na-K-ATPase, f a c i l i t a i t  l a  r e p r i s e  de l a  méiose i n d u i t e  par  

l a  progestérone.  Ce même glycoside card iaque  produi t  une diminution du cou- 

plage é l e c t r i q u e  des c e l l u l e s  du muscle cardiaque (WEINGART 19771; l e  maintien 

d'un g rad ien t  é lectrochimique membranaire des  i ons  ~ a +  par  une pompe é l ec -  

t rogène e s t  e s s e n t i e l  pour préserver  l e s  jonc t ions  c e l l u l a i r e s  (DE MELLO 1976 ; 

COHEN 19771. Il  e s t  poss ib l e  d 'envisager  que l a  pompe Na-K p a r t i c i p e  à l a  

r égu la t ion  hormonale des jonc t ions  "gap" ovocy te s -ce l lu l e s  f o l l i c u l a i r e s .  

Ainsi ,  l ' a c t i v i t é  " in  v i t r o "  de l a  Na-K ATPase ovarienne de Rhodnius p r o l i x u s  

e s t  accrue par  l'hormone juvén i l e  (DAVEY e t  HUEBNER, 1974 ; ABU-HAKIMA e t  

DAVEY, 19791. Chez l e  Pleurodèle ,  l ' a r r ê t  de l a  pompe Na-K su rv i en t  au bout 

de l a  3ème heure d ' i ncuba t ion  hormonale, moment où l a  l i b é r a t i o n  i n t r a c e l l u -  

l a i r e  des ions  ca2+ e s t  maximale e t  où l e  découplage ionique e n t r e  l e s  c e l l u -  

l e s  f o l l i c u l a i r e s  e t  l ' ovocy te  e s t  t o t a l  . M O R R I L L  e t  a l .  (19711 ont  suggéré 

que l a  l i b é r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  de cd2+ p o u r r a i t  i n h i b e r  l a  pompe Na-K, 

t a n d i s  que KOSTELLOW e t  a l .  (19621 démontrent que l a  f o r t e  a f f i n i t é  de l ' o u a -  

baine t r i t i é e  pour l e  complexe enveloppe vitell ine-membrane plasmique des 



o v o c y t e s  d e  Rcma d i s p a r a î t  e n  p r é s e n c e  d e  p r o g e s t é r o n e .  L'hormone s e r a i t  

donc c a p a b l e  d e  se f i x e r  s u r  l e s  s i t e s  membranei res  d e  l a  Na-K ATPase. 

Afin d ' é c l a i r e r  ce problème,  i l  s e r a i t  p a r t i c u l i è r e m e n t  u t i l e  d e  t e s t e r  s i  

l ' a r r ê t  d e  l a  pompe s e  p r o d u i t  é g a l e m e n t  l o r s q u e  l a  r e p r i s e  de  l a  mé iose  

e s t  d é c l e n c h é e  p a r  d e s  mimé t iques  d e  l ' ho rmone  ou s i  l ' i n j e c t i o n  i n t r a c e l l u -  
3 

l a i r e  d e  ca2+ p r o d u i t  à e l l e  s e u l e  cet  e f f e t .  

Un t r a v a i l  r é c e n t  a p p o r t e  un é c l a i r a g e  t rès  i n t é r e s s a n t  c o n c e r n a n t  

l e  r ô l e  d e s  c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  d a n s  l e  déc l enchemen t  d e  l a  m a t u r a t i o n  

d e s  f o l l i c u l e s  e n t i e r s  d e  Rcma IWEINSTEIN e t  a l .  19831 p a r  d e s  e x t r a i t s  

h y p o p h y s a i r e s .  Une a u g m e n t a t i o n  imméd ia t e  d e  l a  c o n d u c t a n c e  p o t a s s i q u e  

provoque  une h y p e r p o l a r i s a t i o n  du  f o l l i c u l e .  Aucun e f f e t  s e m b l a b l e  n ' e s t  

o b s e r v é  a v e c  l a  p r o g e s t é r o n e  ; l ' h y p e r p o l a r i s a t i o n  ne  p e u t  a v o i r  l i e u  q u e  

s i  l e s  c e l l u l e s  f o l l i c u l a i r e s  s o n t  c o u p l é e s  i o n i q u e m e n t  à l ' o v o c y t e .  Il  

s ' a g i t  d e  s a v o i r  s i  l ' a u g m e n t a t i o n  t r a n s i t o i r e  d e  l a  c o n d u c t a n c e  p o t a s s i q u e  

i n t é r e s s e  t o u t  l e  plasmalemme o v o c y t a i r e  ou ne s ' é t a b l i t  q u e  p a r  l ' i n t e r m é -  

d i a i r e  d e s  j o n c t i o n s .  Cependant ,  c e  changement  d e  l a  c o n d u c t a n c e  p o t a s s i q u e  ne 

s emble  p a s  n é c e s s a i r e  au déc l enchemen t  d e  l a  m a t u r a t i o n  p u i s q u ' e n  p r é s e n c e  

d e  p r o g e s t é r o n e  e t  d e  s e s  m i m é t i q u e s ,  les o v o c y t e s  se d é p o l a r i s e n t  d e  m a n i è r e  

l e n t e  e t  c o n t i n u e .  C e t t e  d é p o l a r i s a t i o n  membranai re  r é s u l t e  d e  l a  r é d u c t i o n  

d e  l a  s é l e c t i v i t é  d e  l a  membrane aux  i o n s  K' q u i  accompagne d ' a i l l e u r s  d a n s  

l e  temps  l a  l i b é r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  d e s  i o n s  c a 2 + .  S e l o n  M O R R I L L  e t  

ZIEGLER (19801 l a  d i m i n u t i o n  d e  Pk  s e r a i t  s e u l e  r e s p o n s a b l e  d e  l a  d i m i n u t i o n  

du r a p p o r t  PNa/Pk p u i s q u e  l ' i n f l u x  d e  2 2 ~ a  ne v a r i e  p a s  a u  c o u r s  de  l a  matu-  

r a t i o n  d e s  o v o c y t e s  de  Rana.  Chez Xenopus, O'CONNOR e t  a l .  (19771 a f f i r m e n t  

au c o n t r a i r e  que  l ' i n f l u x  d e  Naf est  m u l t i p l i é  p a r  5 e t  SCHLICHTER (19331 

e n r e g i s t r e  une a u g m e n t a t i o n  d e  r e s p o n s a b l e  d e  l ' a p p a r i t i o n  de  p o t e n -  

t i e l s  d ' a c t i o n  s p o n t a n é s  e n t r e  l a  mé taphase  1 e t  l a  mé taphase  II d e s  o v o c y t e s  

d e  Rana.  Chez l e s  U r o d è l e s ,  l ' a c t i v i t é  i n t r a c e l l u l a i r e  d e s  i o n s  ~ a +  au  c o u r s  

de  l a  m a t u r a t i o n  n ' a  p a s  é t é  t e s t é e  e t  nous  ne pouvons a f f i r m e r  s i  l a  perméa- 

b i l i t é  s o d i q u e  e s t  m o d i f i é e .  

Nous a v o n s  p e r s o n n e l l e m e n t  mon t r é  que  l e s  i o n s  c a 2 +  e t  vg2+ e x t e r n e s  

s t a b i l i s e n t  l a  s t r u c t u r e  de  l a  membrane e t  c o n t r ô l e n t  ? e s  c o n d u c t a n c e s  s o d i -  

que  e t  p o t a s s i q u e  d e  man iè re  compareb le  à l a  s i t u a t i o n  d é c r i t s  pou r  l e s  m e m -  

b r a n e s  e x c i t a b l e s  (FRAKKEUHAEUÇER e t  H O D G K I N ,  19571.  Comme l ' o n t  démon t r e  



BRUMMETT et OUMCNT (19761, il existe des charges négatives à la surface 

membranaire des microvillosités des ovocytes de Xénope où les ions divalents 

agiraient comme il est supposé dans le cas des surfaces membrannaires des 

cellules nerveuses [GILBERT et EHRENSTEIN, 19691, soit par un effet d'écran, 

soit par fixation sur les sites négatifs. Dans une grande variété de cellules 

dont les ovocytes de Rana pipiens (MORRILL et al., 19641 le calcium axtra- 

cellulaire détermine le taux intracellulaire de sodium et de potassium. On 

pouvait donc penser que les ions ca2+ externes étaient indispensables à la 

reprise de la méiose ainsi que MERRIAM (1971 al l'avait affirmé. Nous montrons 

cependant que les maturations des ovocytes de Pleurodèle et d'Axolotl se 

déroulent normalement jusqu'à la métaphase II en absence de ca2+. Ces données 

nous permettent d'affirmer que la réponse calcique n'est pas due à l'augmenta- 

tion d'un influx d'ions ca2+ et qu'elle survient m&me quand les propriétés 

membranaires sont considérablement perturbées. 

La libération des ions ca2+ intracellulaires s'avère au contraire 

d'autant plus importante qu'elle ne se produit jamais pendant la période de 

repos sexuel où les ovocytes de Pleurodèle même soumis à la progestérone ne 

subissent ni maturation, ni modification de leurs paramètres électriques 

membranaires. On peut supposer que la libération de ca2+ dans l'ovocyte modifie 

la perméabilité membranaire. Ainsi, dans des systèmes cellulaires aussi divers 

que les globules rouges [WHITTAM, 1969 ; LEW 1969 ; ROMERO et WHITTAM, 79711 

les cellules hépatiques (VAN ROSSUM, 19701 rt les neurones d'escargot (MEECH 

et STRUMWASSER, 1970) toute augmentation du ca2+ intracellulaire s ' accomoagne 

d'un accroissement de la perméabilité aux ions K f .  Or, nos résultats font 

apparaître un mécanisme inverse puisque la maturation des ovocytes s'accompagne 

d'une augmentation transitoire du ca2+ intracellulaire et a' une diminution de 

la perméabilité potassique. Une intéressante perspective de recherche consis- 

tera donc à vérifier si l'introduction iontophorétique de ca2+ peut influer 

sur la perméabilité cellulaire passive. 

Outre les organites cytoplasmiques, il a été proposé que la régula- 

tion de la concentration du calcium libre intracellulaire dans les cellules 

excitables et non excitables sst engendré par un mécanisme d'échange Na-Ca 

qui permet de maintenir une faible concentration de ca2' intracytoplasmique 

(BLAUSTEIN et HODGKIN, 1969 ; BAKER 19721 : la sortie de ca2+ est couplée 

avec l'entrée de ~ a + .  Cet efflux de ca2+ ATP-dépendant est bloqué en milieu 



dépourvu de ~ a +  [DIPOLO e t  BEAUGE, 19791. Or, un t e l  milieu entra ine  une 

hyperpolarisation t r a n s i t o i r e  des ovocytes de Pleurodèle. La phase d'hyper- 

polar isa t ion pourra i t  r é su l t e r  de l ' i nvers ion  du mécanisme d'échange Na-Ca 

( s o r t i e  de ~ a + ,  entrée de ca2+1 en admettant comme l ' o n t  f a i t  de nombreux 

auteurs (MULLINS 1977 ; HORACKOVA e t  VASSORT, 19791 gue ce t  échange e s t  

électrogène e t  en faveur de l ' e f f l u x  sodique. Le re tour  à l a  valeur de Em 

pourrai t  ê t r e  a t t r i bué  à l ' a r r ë t  de l 'échange Na-Ca. Au cours de l a  matura- 

t ion ,  nous avons enreg i s t ré  l ' évo lu t ion  d'un e f f lux  calcique contre l e  gra- 

d ient  électrochimique qui  nous l a i s s e  supposer que ce t  e f f lux  e s t  couplé 

à une entrée  de Na+ q u i  ne peut plus ê t r e  compensée par l a  pompe Na-K bloquée 

dès l a  3ème heure de l a  maturation. Un t e l  mécanisme en t r a îne r a i t  un accrois-  

sement de l ' a c t i v i t é  i n t r a c e l l u l a i r e  de Na'. 

L ' e x c i t a b i l i t é  é lec t r ique é t a i t  considérée comme une ca r ac t é r i s -  

t ique spécif ique de ce r ta ines  c e l l u l e s  hautement d i f férenciées  comme l e s  

ce l lu les  nerveuses e t  musculaires. Il e s t  devenu évident que c e t t e  propr ié té  

se  retrouve même au niveau des ovocytes non maturés e t  dans l e s  oeufs des 

animaux appartenant à des p h y l u m s  t r è s  d i f f é r en t s .  Chez l e s  Amphibiens 

Anoures, il e s t  possible d ' a c t i ve r  des canaux membranaires (BAUD e t  a l . ,  1982 ; 

SCHLICHTER. 1963 ; M I L E D I  1982 ; BARISH 19831 dlors  qu'en u t i l i s a n t  l e s  mêmes 

techhiques de voltage imposé, nous n'avons pu, jusqu'à présent ,  a c t i ve r  ces 

mêmes canaux membranaires dans l e s  ovocytes de Pleurodèle. 

Cette d i f férence au niveau des propr ié tés  membranaires s e  révèle  

t r è s  importante quand on s a i t  que l e s  oeufs des Anoures, monoçpermiques, 

présentent u n  po ten t ie l  d ' ac t iva t ion  dès l a  pénétration d u  spermatozolde 

a lo r s  que l e s  oeufs de Pleurodèle, po lyspermiq~es~ne  révèlent aucune var ia-  

t ion s i gn i f i c a t i ve  de l eur  potent ie l  de membrane au moment de l a  fécondation 

[CHARBONNEAU e t  a l .  19831. 

L'absence de potent ie l  de fécondation de l 'oeuf dlUrodèle semble 

compatible avec l a  théor ie  d u  blocage é lec t r ique  à l a  polyspermie, développée 

parL.A. J A F F E [ ~ ~ ~ ~ ,  1980). Les mécanismes moléculaires dépendants d u  potent ie l  

susceptible de réguler  l ' i n t e r ac t i on  des gamètes sont à rechercher. Selon 

GOULD-SOMERO (19811, l ' a c t i va t i on  locale  des canaux sodiques par l e  spermato- 

zoIde s u f f i r a i t  à déclencher les réact ions  d ' ac t iva t ion  do l 'oeuf q u i  excluent 



l a  pénétration des spermatozoïdes surnuméraires. 

L ' u t i l i s a t i on  des techniques de b ru i t  membranaire ou de patch- 

Ococes clâmp devrai t  nous permettre de dé tec te r  l e s  var ia t ions  l e s  p l u s  p r I  

de l a  perméabilité de l a  membrane lorsque ce l l e - c i  i n t e r ag i t  s o i t  avec 

l'hormone dans l e  cas des ovocytes s o i t  avec l e  spermatozoïde dans l e  cas 

de l ' oeuf .  Il  convient de rechercher quels mécanismes communs peuvent SOLS- 

tendre ces phénomènes de blocage e t  d e  déblocage qui paraissent  régulés par 

des é t a t s  t r a n s i t o i r e s  de l a  membrane plasmique e t  qui  impliquent toujours 

l ' i n te rven t ion  des ions calcium. 
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Caractéristiques électriques membranaires des ovocytes 
de Pieurodeles waltlii Michah (Amphibien Urodéle). 

par  .1. 1'. \III.AIS, ;Y. CAIBL'ROS et P. GUI~.BAL'L~T. 

1.ü meiiibrnne cellulaire des o\,ocytes est C1(:ctriquement polarisée, 
douée rie 11erxiii.nbilité plirs ou riioins forte, voire sélective, vis-à-vis cles 
siibstaiiccs susceptibles (le la tr:iverser, et en p;irticiilicr des ions. 11 cri 
ri.sultc des ~)rc~l) r i f tés  i.lectric[iics p:issivcs que nous iious soiiiizics pro- 
posé de iiiesiirer siIr les ovocytes d'lin .\niphihien C'rodèle : l>lc~irrorlelc~.s 
wnltlii 3licliall. 

1 , ~ s  I I U I I ~ ~ I ~ C I I S ~ S  Ctildes ré,~lisées sur  les systénies menibranaircs 
entourarit les œufs ti'Ecliiiioderrne, de 'Si.l~ostéens et d',iiiipliibicnî (1 
B 4)  oiit permis de déierrniiicr uri ~~o le i i t i e l  incnibrariairc (IJSI), une 
résistancc i.lectrique (R,,,), ci une capacité C m  De plus, ccrtairis 

(1) .A. Tyler, A .  lloiiroy, Cy J<no et II. Ciiiiii(ifcst, niol.  0 i i : I . ,  1955, t. 109, p. 
352 



ni~tciii.s (3, .5) pi~écisciit  ([LI(* In vü le~i r  dit I'M tlifïèie largciiicnt sc!oii Ic 
(Ic-qré de iiiütiii-itb tics oro<-yt15 (le I3:iti-:iciciis anoures  tels qiic Ic Cm- 
paud et IP Sbnope .  

Ccltc présente  noLc constitue cilie Ctiidc coiicern:iilt ln déierniinntion 
(les car:ict~iisticjiits blectricliics iilernl~roiinires (les ovocytes (le Pleiiro- 
déle. 

Techniqires. --- I.es ovocytes sont  l ibérés  d e  l 'ovaire a p r è s  ouvertiire 
de  la cavité abdoiiiinale d e  la fcnielle ; ils son t  isolés et  éqiiilibrés pcn-  
dan t  4 lieures clans lc milieu d e  SLeinberg dont  ia coinposition ionique 
en iiiJ1/1 est  la siii\.:iiite : S a C l  == 58 ; KCl = 0,65 ; Ca (S02) 411-0 = 
0,33 : ?IIgSO, 5H20 = 0,53. L a  soliilion est taiiiponnec p a r  u n  iltélange 
Tris-HG1 qiii rii:tiiiticrit le pI-1 uiie valciir d e  7,4. 

Toittes l es  expériences s o n t  rCnlisCes ln t empéra ture  ai i i l iantc  (20 
à 22°C) sur des  ovocytcs pnrfniteiiieiit sphériques dont  l e  diarnètre est 
cornpris en t rc  100 et 1400 p. 

Fig. 1. - Seh6ni:i dii iiic~iit:ijic iitilisC ~)oiir I'eiiregistreii~ent du potentiel <le 
iiiern1)raric et dc 1:i résistance dc iiiciii1)rnnc dcs ovocytes. 

ni l .  microdlectrode <I'ciiregistre~iiciit ; 1112. inicroélectrotle (le stiinlilatioii ; 
01.. ovocytc ; C. cuve ; (;. géii6rnteur de couraiit coristant ; C.I. cliüiigcur 
<I'impCd:irice : O.C.I. prcinière ïoie  dc I'oscillosco~>c ; O.C.2. dcuxii.riie voie de 
l'oscilloscope. 

Les ~ \ ~ o c y t e s  sont  placés s u r  un d r a i n  d e  400 IL de  dianiélre, leiir 
iiininticn Ptaiit nssiiré p:ir u ~ i c  1)ressioii néfiniive de <~iicl<jiies n ~ i l l i -  
iiiètres d'enii (6) (fig. 1). 

Le Pl1 est iiiesiiri. cn l rc  une  i.lec.lrorlc iritlifïérc~ntc e l  u n e  i i l i ~ r u ~ l e c -  
t rode reiiiplic d c  ]<Cl 3 11 iiiip1a1iti.e cl:ii~s l'ovocyle (fin. 1). 1.e rl:anibire 
i la pointe (le cct t r  niic.roélectrotlc est nii mn\iniiiril clc 0,3 IL, sn résis- 
1:iiicc cst coniprize entre  5 et 1.5 No. 1,c.s élcclro(1es gont rcl i ies  uii 
rlinngciir tl'iiiipCt1:ince (7) p:ir l'iritcriiii.tli;iir(~ de  cle~i\ i-lcctrotles ail 



caloiiicl iiiipului~isnl~lcs. I~':il~l~licuiioii dc cour;iiits ljol:iriauiits, 1)eriiici- 
tant la iiirsure ~ l c  In ri.sist:irice et de ILI  c:ipacité iiicnihr~iiiaire, est r6a- 
l i s k  2 l'aide clc 1i1 deusii.iiic iiiicroéiectrode. . 

I(é.~ulf(rf.s. - T. I'O~I.ESTIEI. DE: JIIS>II3l<.\XE. I I  est l)ie11 i'oiinu qiie 
l'uvocgtc, prklcvk cltins I'ov:rirr, est entolirE d'lin systéii~e iiieilibraniiire 
coi~i[)lcsc pi'ksentnnt (le l'iilli~ric*~ir \.ers l'cst(~i.ieur : le ~>lasiii;ilciiinic, 1:i 
zona radiata, les cellules follicirlaircs et 17i.pitliéliuni interne de  1'0vai1-e 
(8). De cc  fait, cet enscnibic ~iieiiibr;triairc, trés élasti<liie, coiistitiie uii 
obstacle à la pénétration rie la rnicroéleclrodc : cil effet, lorsc~uc la 
pointe de celle-ci est :lu contacf dc  la surface menibrarinire, il se pro- 
duit itne petite invagination accoiri[)agnée d'une variation dc  potentiel 
de - 10 - 13 rriV ; elle correspondrait, selon certains auteurs (j), 5 
l'insertion de  la microélectrode clans l'espace formé par la iriciiibraiie 

Fig. 2. - Evolutioii di1 potentiel lors de la ptiiiétration de la microélectrode 
dans i'ovocyte. 

A. pénetration de  la iniçro~lectrotlc ; B. retrait dc la inicroélectrode. 

épithéliale et 1;) riienibr:iiic ovocytaire. La ~r~riétrat ioii  dniis ie cyto- 
plasnie s'acronip:igne d'une brtisqiie cliiite tlc potentiel, celui-ci se sta- 
bilisant cri <~iiel<t~ies nniiiii~tes i une valeiir coiiiprise c>iitrc --  30 inV et 
- 70 niV. 

Ces résultats (fifi. 2) sont sciiiblables B ceux obtenus sur  les o\rocytes 
de Brrfo b~rfo  (3), de Rrrrltr pipicru (4) et <le Scnopits laevis (5) hieri q i~e ,  
chez ce deriiicr animal, les ~ a l e u r s  (lu PSI IIICSLII-C~S soient plus faibles. 

Nos résult;its iiiantrciri q ~ i c  le niveau dc  PJI atteint di.l>tsntl clii di:)- 
iiiètre tlcs ovocytc2s. coiiiiiie 1':ittcstc la fis. 3. 

De pliis, cc l~otentiel ne di.pciid pas d u  lieu rie pC~i(.tration, iiidi- 
quant, sciiihle-t-il, cl~ic la iiiciiihr;ine cclliilairc est C!eclri([~icnieiit Iioiilo- 
gène. -i l'appui di. cctlc liypotlibsc, si$ri;rluiis cliic dcs ovoc)tes (le 
grande taille, cnr:ictéi~isi~s p:ir iirie IiCti'rogé~ii~i!~ de ~ ~ i g i i ~ e ~ i t ; ~ l i o i i  rriti'e 

( Y )  II. \\riir!c~il)ci.g et  \\'. Sclir:iitlt, %. %<sl l fo i~sc~ l t . ,  19(i l ,  t .  54 ,  p.  118. 



le pôle animal et le pblc végétatif, ne présentent :iiicune dilTCrcncc 
significative entre les v:iieiirs tiu PJI enregistrées daris 1'hérnisphl.r~ 
aninin1 et dans l'hémispliére v&gi.tiitif (tab1en.u). Il raut enfin rciiiar- 
quer cllie, pour ces iiiCiiics ovocytes, lcs vnle~irs de PJI sont très disper- 
sées. Cette dispersion seniblerait montrer que ces celliiles de di;iiriittrc 
égal sont h lin stade de nintiirit8 difïkrcnt. 

II. RESISTANCE ET CAPACITE X E U ~ H A N A ~ R E S .  - Résistance. -- La 
valeur de la résistance meiiibranaii.c (r,) de l'ovocyte est déterminée 
par la pente dV/di des coiirbes vo1t:ige-courant. Le trac6 dc la fig. 4 

diamétre en P 

Fig. 3. - Amplitude du P.M. en fonction du dininftre cics ovocytes. 

donne un exemple de la variation du potentiel en fonction di1 temps, 
lors de l'application d'un éclielon de courant rectangulaire de part et 
d'autre de la niembrane. Cette variation est exponentielle, elle montre 
que la nte~nbrane est constituée, d'lin point de viic klectrique, d'une 
résistance et d'iine capacité en paralléle. La fig. 4 niontre la relation 
classique voltage-courant d'un ovocyte dont la membrane ne présente 
pas de propriétés de rectification (In courbe reste linéaire). 

Connaissiiiit le clianiétre, la rksist:ince totale (r,) de l'ovocyte est 
convertie, en la iiiultil~liant par l n  surface meinbranaire de la cellule, 
en une ri.sistnnce spécific[iie Hm (Q.crn2) (1, 2). 



Les valeurs de RI,, que notis avoiis obtenues sont de l'ordic (le 
3000 Q.cin:! pour lcs petits ovocytr.~ et d e  la.000 Q.crn2 pour les oro- 
cytes de grand diariibtrc. Ces ri.sultats sont corniinrables i ceus trou- 

Fig. 4. - Relatioii voltage-courant d'uii ovocyte (PJf  : - 4 3  iiiV ; di:trnéti:e : 
1154 w ) .  Enregistrement de la variation de poteiitiel pendant l'npplicatioii 
d'un courant. 

'%' No d o  iioo 12m 
diamètre en p 

Fig. 5. Fig. G. 

Fig. 5. - Helatiori cnt ic  Ir log (le R, et le  diainétic des ovorykcs. - tlïoiie de iégiessioii y = 0,00081 s - 3,13 (r = O,!)O). 

I:ig. 6 .  - Relation entre le PM. et log. d e  R,. - droite de r6gressioti v = 45,8 s - 124,6 (r = 0,93). 

vés par JIaeno (3) sur les ovocyles dc  Brzjo brlfo (R,,, = 25.000 Q.cni?. 
11 faut signaler que la résist:iiicc totale (r,,,), niesurée dails nos coiidi- 
tjoils espi5riiilei1tnlcs ciiglol>c la résistance (le 1:i iilcinbrnrie orocytiiire 



et la résist:iiicc 11' I'é~>itliCli~!iii iriteriic de l ' o ~ a i r e  : celle-ci peiit Ctrc 
considértc corriiiie négligcnblc, ciir I<.inrio et I~oe~veiistcin ( 5 )  estiiiieiit 
sa valcur ii iiioiris (le 2,3 p. 100 de In rbsistance totale. 

Vnlcurs riioyciiiles d u  1'bL ciiregisti.ées daris 1'liéinisphti.e niiiinal 
et d:iiis I'1iCmispliere végétatif. 

Enfiii, I:i résistaiice sp(.cilicliic (Il,,.) dépend, coniiiic pour lc Pl[, de la 
taille des o v o c ~  tes (fin. 5). 1.3 corrélation ciitr.c le 1og;iritliiiie déciiiial 
de la R,,, et le di:imétre cies ovocytes est très s ig~i i f icnt iv~ ( r  = 0,90). 
Lc fait qiic le PJI cl  Ic log:iritliiiic déciiiial (le la R, dbpcndcnt tous 
deus di1 c1i:iriiètre inet cii évidence uiic relation entre Ic Pl1 et le 
log. R, (fig. G ) ,  111 corrc1:itiori cntre ces deux paranibtres btant très 
significalivc (r = 0'93). Ccs résultats soiit conformes i ceiis olttcniis 
'par I<anno ct Lmwcnsteiii (,5) sur les ovocytes de  Xénope. 

Capacité. - La valcur tlc la capacité nienibranaire cst caIcu1i.e ii 

partir de I'éc~uation siiivante : r,,, = R ,,,. Cm 
t, définit la constaritc de  teriips ; elle corrcsl)ond dnris le cas d'iiiic 

splièrc, donc de l'ovocyic, :ILI temps rtiis par ln variation dii potentiel 
provoquée pa r  l'applicatioii d'lin courant rectarigii1:iire de part et 
cl'autrc de la iiieiiihrnnc pour zitteindrc 63 p. 100 de la .;alcur initiale. 
T, cst ainsi calculPc gr:il)liiclucriieiit partir des tracés sei~ilflaùlcs :i 
celui dc la fig. 3. Lcs valeurs tlc C,,, se sitiient entre 4,8 et 8,s r ~ E ' / ~ ~ i i z  

(riioyeii~ic : G,3 r~l+/ciiiZ o = 1,3) .  Ces résiiltnts soiit scnsilflenieiit irlcri- 
tiques à ccus ohtetius sur  les ovocytes de Birfo buio (3) (entre G et 
11 pF/cni-) et sur les ovocytes de Xerioplls lacois (5) (5,4 s 0,5 
cin2). 

Concliisio~i. - 1,'iin:ilysc de  la variation dii PM cl de  la résist:iiice 
i~i~ii ibrannire en fonction t i t i  tliaiiiL;tre drs  ovocytes de Plei~rodelto.s 
montre quc ln riiaturatioii tic rcs ceIliiles est associée iiric niigiiieii- 
tatioii de l i i  \-::IPLI~ tlii ~)olenticl et dc l i t  rbsistaiicc. ILS v:iri:itions tles 
paraiiibtrcs électriques doivcnt résiilter, d:ins de tellcs coiitlitioiis. 
d'iinc évolutioii (le la periiibn1)ilité nicnihraiiairc dcs ovocytes. Ccci 
s'accorde avec les obscr~.ntioiis (le JIaciio (3) qiii déiiiontrcrit qiic Ic 
Pl1 dcs jcuiit~s ovocytes coi~rcspoiid principnlrnicnt 5 ~ i i i  ~>otentiel de 
pilc de  conccntrntiori aux ions I<' (la coiilribiitioti tics ions Cl'. ct Sn' 
:iii inniiiticri du PJI 6t:iiii tr(,s f:iiblc), Laiidis qiie, ~toui. Ics o\.ocytcs 
iniirs, 1:i l)eriii6:ibilitc n'est ~>ll is  aiti'il~iinl)lr iiiiic~iic~iiciit :ius ions 1\-. 
Ainsi, l'évc~liilioii prbcise tles c:ir:iclbristic~iics élccti-iques j):issivcs, 
tb~iioins tlcs iii»ciific:iiioiis tlc 1:i pcr.iiiéabiliti. ioiiicliic iiiciiiI)r:iii:ii~~c, va 
nous periiicttre dc détcriiiiricr, grc'tre ?I l'étiitlc des el!'cts tic iiiilit~iis tlc 



coiicerilration niioiiii:ilc, notniiiiiiciit en ioiis IC' et Na', 1'~volution tlcs 
coiidiictnriccs ionic[tics pciitlniit In iii:ituratioii tics ovocytcs rie Pleu- 
rodcles. 

(LuDoratoire de  I'h!lsiologie celli~lrrire 
el Lrrboruloire d'l:'t>il>r!lologit: ~xp(;rirnenlule, U.IC.lt. dc Biologie, 

Unioersilk tirs Scie~ices rl (les Ï'e~Ii12iques, 11.1'. 36, 59 - Lil ir) .  
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PHYSIOLOGIE CELLULAIRE. - btfluerzce des catioits monovalents K +  et Na+ 
sur le poteiztiel N~tracellniaire des ovocytes de Pleurodeles waltlii Michah. (Ainpi'ii- 
bien Urodèle). Note (*) de MM. Jean-Pierre Vilain, Alfred Capuron et Pierre 
Guilbault, présentée par M. Louis Gallien. 

R 

Les modifications de la concentration des cations K+ et Na+ dans le milieu de Steinberg mettent 
en évidence le rGlc de ces ions dans le maintien du potentiel intracellulaire des ovocytes de Pleuro- 
dèle. La technique électrophysiologique utilisée montre une contribution importantc, mais non exclu- 
sive du potassium et, a un degré moindre, celle du sodium. 

Nous avons montré, antérieurement, la présence d'un potentiel intracellulaire 
(P. M.) à travers le complexe membranaire (plasmalemme, épitliéliums folliculaire 
et ovarien) entourant l'ovocyte de Pleurodeles ~valtlii. L'amplitude du potentiel 
diffère selon le degré de maturité des ovocytes. En effet, l'ovogenèse s'accompagne 
d'une augmentation de la valeur du P. M. de - 30 h - 70 mV ('). Dans le même 
teinps, la résistance membranaire spécifique (R,,) autre caractéristique électrique 
passive de l'ovocyte auginente de 3 000 à 15 000 Q.cm2. La valeur de la R,, laisse 
supposer que ce coinplexe membranaire est doué d'une perméabilité extrêmcn~etlt 
réduite, diminuant au cours de la naturation. Il était donc intéressant de connaître 
la nature des diverses espèces ioniques qui, par leurs mouvements, maintiennent une 
différence de potentiel entre les milieux intra- et extra-ovocytaire. Pour ce faire, 
nous avoiis étudié les modifications du potentiel de membrane des ovocytes induites 
par des changements de concentrations ioniques. 

TECI~NIQU~~ .  - Les expériences sont réalisées sur les ovocytes isolés de Pleurodèle. Le potenliei de 
membrane (P. M.) est enregistre selon la technique de dérivation transn~cmbranaire (1). 

Le milieu de survie utilisé est le liquide de Steinberg dont Ics concentrations Lies ions K+ et Na+ sont 
respectivement de 0,67 et de 58 mEq/l. Les solutions hyperpotassiques risultent de l'apport d'ions K+ sous 
la forme de K2S04. L'apport de K2S04 entraîne corrélativement une augmentation de la pression osmo- 
tique par rapport A celle de In solution de référence. II n'a pas été tenu compte de cette augmeutation, ce:le-ci 
restant très faible. La concentratiori potassique externe ([K+],) est réduite en deçà de 0,67 mEq/l en dimi- 
nuant la concentration de KCI du milieu de Steinberg. Les milieux hyposodiques rkultent de la diminution 
de la concentration de NaCI, [Cl-], étant maintenue constante par apport de chlorhydrate de choline. 

RÉSULTATS. - A. Xble éventuel des épitliéliztms folliculaire et O variert dans 
les écl~a~zges avec le n7iiieu e- terne. - L'ovocyte est entouré intimement par les cel- 
lules folliculaires et le feiiillet interne de l'épithélium ovarien, il était donc nécessaire 
de connaître l'influence éventuelle de ccs épithéliums sur le P. M. Pour 75 ovocytes, 
dont les diamètres sont compris entre 800 et 1 300 11, la valeur moyenne du P. M. 
est de - 62,84 mV (o = 7,02). L'ablation des adliérences ipithélialcs n'entraîne 
aucune ~nodificntion significative du P. M. puisqiie sa valeur moyenne est de 
- 61'65 inV (O = 10'56). 

Dans ces conditions, les épithéliums eiitourant l'ovocyte ne présentent aucune 
inciderice sur la niesure du potentiel intracellulaire. En outre, les travaiix de Kaiino 
et Loewenstein (2) cISmoiitrent leur f'iible résistaiice électriq~ic chez &tioplrs /(zci?is. 

Ces résullats laissent supposer que ces épithCliuins constit~ic:-it une b~rriè1.e 
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extrêmement diffusible aux ions et ne perturbent donc pas les échanges entre le 
milieu intra-ovocytaire et le milieu externe. 

B. Influeilce de [Kfj, sur le P. M. - Pour ~'intér~rétation des résultats, il a 
été tenu compte du diamètre des ovocytes. 

Les valeurs de P. M. obtenües pour les différentes [Kf 1, se fixent à un niveau 
stable plus ou moins rapidement, généralement après 2 mm d'action de ces milieux 
pour les petits ovocytes et après une douzaiiie de minutes pour les ovocytes de 
grande taille. La figure 1 donne un exemple de la variation du P. M. d'un ovocyte 
jeune (courbe A) et d'un ovocyte plus âgé (courbe B) en fonction du ternps d'appli- 
cation du milieu de Steinberg enrichi 10 fois en ions K'. 

~ , V I I . ,  

O 4 8 12 mn. 

Fig. 1 Fig. 2 

Fig. 1. - Influence d'un milieu hyperpotassique ([Kf], x 10) sur le P. M. des ovocytes. Courbc A : 
ovocyte de dianktre : 530 p. Courbe B : ovocyte dz diamktre : 960 p. 

Fig. 2. - Variation du P. hl. (échelle lintaire) en fonction de la concentration cxtracellulaire de potas- 
sium (ichelle logarithmique). 

Dans tous les cas, la variation du P. M. est réversible. Les rés~iltats, ainsi obtenus, 
indiquent que le milieu dépourvu en ions K f  n'entraîne qu'une faible liyperpolari- . 
sation alors que le  milieu eiiriclii en K provoque des dépolarisations très nettes et 
d'autant plus importantes que [K'], est plus forte ($g. 2) : 

- Pour des ovocytes de grande taille (950-1 400 p) la relation P. M. = f (log k;,) 
est linéaire lorsque [Kç], est supérieure à 2,6S,rnEq/l. La pente de la droite est 
de 44 mV lorsque [Kç], varie d'un facteur 10. Lorsq~ie [K+], est inférieure a 
2'68 mEq/l, le P. M. varie faiblernciit. 

- Pour des ovocytes plus petits (500-600 p), le P. M. resrc quasi stable pour 
[IC'], variant de O 4 iîiEq/l. A partir de cette conci.iitration, il tliniiiiue lin5nireincnt 
avec le lognritliine dc [K'], ; ln pcnte dc la droite étant de 40 mV pour une variation 
de dix fois [K'],. 

Par riillcurs, In figure 3 pcr inc t  de prtciser que lc P. hl.  varie iio!:ibleincnt pnrtlr 
d'un seriil de conccntrntion eii ions K ' d'autant plus faible quc le din:n;tr:: dcs 
ovocytes cst pllis graiid. 
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C. Influence dc F a  '1, sur le P. M. - Lors de l'application d'lin milieu dépourvu 
en ions Nai, le complexe membranaire de l'ovocyte peut réagir selon trois inanières 
différentes : 

- Lorsque les ovocytes matures (950-1 400 p) sont imiicrgés dans u n  rnilieu 
dépourvu de Na, il se produit un effet hyperpolarisant qui ne dure que qiielques 
minutes, puisqu'après 10 mn le P. M. reprend sa valeur initiale ( j ig. 3, courbe B). 

I * ' " "  L ' 

O 2 4 6 8 10 12 m. O 2 4 6 8 m n  

Fig. 3 Fis. 4 

Fig. 3. - Evolution du P. M. au cours du temps en milieu [Na+Ic = O. Courbe A : ovocyte de diamètre : 
570 p. Courbe B : ovocyte de dianiètre : 960 p. 

Fig. 4. - Evoiution du P. M. au cours du temps en milieu [Nat], = O. Ovocytc de diamètre : 530 p. 

- Pour ce qui est des ovocytes immatures (500-600 p) deux~efl'ets opposés sont 
observés. 

a. Certains ovocytes s'hyperpolarisent progressivement de quelques millivolts, 
effet qui peut être attribué à la fuite des ions Naf  vers le milieu externe. Après 2 ou 
4 mn, l'amplitude du P. M. atteint une valeur maximale qui reste stable pendant 
toute la durée d'action du milieu anormal ( j g .  3, coiirbe A). 

b. D'autres ovocytes, par contre, se dépolarisent transi:oiremcnt soils l'action 
du milieir sans Na (Jig. 4) pour finalement recouvrer leur polarisation inembranaire 
initiale. L'amplitude maximale de In dépolarisation trarisitoire est en moyenne de 
4 à 6 mV. Les effets des iililieux Iiyposodiques sont semblables à ceiis qui viennent 
d'être déciits, ils sont seuleriîent moins amples et d'autant plus faibles que [Na'], est 
proche de la valeur nortnale. 

Discussro~. - Les risultats pi%sentés conccrnzint l'irifluciicr: des cations mono- 
valents sur le P. hl. niettent en évic!cnce la conlribiition importante, niais rion 
exclusive, des rnouvt.meiits des inris K f  et, pour ilne moiri:isc part, cciiu du sodii~in 
dans le 111:iintien tlu P. hl., puibqii'il a &té moi:tri que les ions Cl - et Ca+ + lie scin- 
blent jouer aucun rôle t3).  
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Si le potassium est distribué passivement, le P. M. peut être représenti par 
l'équation de Nernst. 

P. M. = 58 log 

Une augmentation de dix fois II(+], entraîne, dans ces conditions, une variation 
de 58 mV. Dans nos expériences, les variations de potentiel enregistrées sur les ovo- 
cytes de petite taille (40 inV) et dc grande taille (44 mV) sont inférieures à celles 
prévues par la relation de Nernst. On peut en déduire que le potentiel de membrane 
n'est pas dû à un potentiel de pile de concentration aux ions 1<+. En effet, bien que 
le conlplexe inembranaire des ovocytes soit faiblement perméable aux ions NaC, 
la participation sodique iic peut être négligée, contrairement aux conclusions de 
Maeno (4) sur les ovocytes de Bufo Brlfo. Cependant, il n'est pas possible d'expliquer 
actuellement les variations complexes du P. M. en absence de sodium. La dificulté 
d'interprétation de ces derniers effets est à rapprocher des observations de Dick et 
Lea (') : en absence de sodium, l'efiliis sodique diminue avec le temps pour certains 
ovocytes de Bufo, alors que pour d'autres l'efflux augmente. Ces mêmes auteurs (6j 
montrent que cet efflux de Na+ est dû à un transport actif. 

En consiqzluence, l'ovocyte dc Pleurodèle n'est pas en équilibre therinodyna- 
miqile avec le milieu extérieur au cours de l'ovogenèse. Il est doiic permis d'invoquer, 
dans ces conditions, un rnécanismc actif du transport des ions Naf.  

(*) Séance du 9 octobre 1972. 
(1) J.-P. VILAIN, A. CAPURON et P. GUILBAULT, C. R. Soc. Biot., 165, 1971, p. 1594-1660. 
( 2 )  Y. KANNO et W. R. LOEWEWSTEIN, Exp. Cell Res., 31, 1363, p. 149-1GG. 
(3) J.-P. VILAIN, TltPsc 3e cycle, Lille, 1972. 
(4) T. MAENO, J .  Gen. Plrysio[., 43, 1959, p. 139-157. 
(5) D. A. T. DICK ct E. J. A. LEA, J. PI'Ys~oI., Londres, 174, 1964, p. 55-90. 
(9 D. A. T. Drcr;. et E. J. A. LEA, J. P/zjn;io/., Londres, 191, 1967, p. 289-308. 
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BIOÉLECTRICITÉ. - Contribittion dcs cario,is divalents au rtiailitietl rlrl potcvltipl de 
membrane des ovocytes de Pleurodeles waltlii itlichctk (Antphibicrr Urodèle). Note (*) de 
Jean-Pierre Vilain, présentée par M. Alfred Fessard. 

L'augmentation ou la slippression de la concentration des ions Ca" et MgC + ne modifie pas 
signifïcativemetit la valeur U L I  potentiel de membrane (E,,) des ovocytes de Pleurodèle. Cependant, l'addition 
d'agents chélateurs, tels que I'EGTker I'EDTA a des solutions dCpou;vues des ions divaients. entraîne une 
dépolarisation et une augmentation de la conductance membranaire. On en déduit que les ions Ca+ + et 
Mg'+ sont nécessaires pour stabiliser la membrane plasmique des ovocytes. 

When tlie external concentration of Ca and M g  is changed, rhe oocyte membrane porential, in the Urodela 
Atnphibian: Pleurodelcs waitlii. is tiot signijicatirly moclified. The addition ofchelator agents, EGTA and 
EDTA in Ca, Mg Jree Steinberg solution proIrintes a membrnlie depolririsotio~~ and the rise O/ me»ibrane 
cotiductance. I t  is coticludcd that divalent ions Ca + + and Mg' + are tieeded to ttiaintain a potential dgerence 
between interna1 and externa1 niedium of tlie oocyte. 

Les ions Ca" et Mg++  stabilisent la structure des membranes excitables et contrôlent a 
l'état de repos, les condiictances sodique et potassique ( l ) .  Dans une grande variété de 
cellules dont les ovocytes de Rcina pr,t'ictis ( 2 ) ,  le calciuin extracelliilaire détermine le taux 
ititracellulaire de sodium et de potassium. Quant au potentiel de membrane des ovocytes de 
Blrfo hllfo (') et de Rntln pipiens [v), (71 sa valeur est fonction de la concentration des ions 
Ca + + dans le liquide de Ringer. 

Nous ayons étudié le rôle des ions divalents (Ca+ +, Mg+ +, Sr+ + Ba+ +)sur la valeur (E,) 
du potentiel de membrane des ovocytes de Pleurodèle; dans certains cas la mesure de la 
résistance totale permet de connaître le devenir de la conductance membranaire. 

MATÉRIELS ET TECHNIQUES: - Les ovaires sont prélevés sur des Pleurodéles élevés au 
laboratoire. Les ovocytes sont isolés sans être défollicularisés, puis regroupés en deux lots en 
fonction de leur taille. Le potentiel intracellulaire (E,) ainsi que la résistance électrique (r,) 
sont enregistrés selon la technique de dérivation transmembranaire décrite antérieure- 
ment (6). 

Le milieu physiologique de référence utilisé est le liquide de Steinberg dont la composition 
est la suivaiite : NaCl : 58 mM; KCI : 0.67 mM; Mg SO, : 082 niM; Ca (NO,), : 0,34 mM, 
tampon tris WC1 a pH 7,4-7,6. Ce milieu est ensuite modifié en supprimant totalement les 
ions C a + +  et les ions M g + +  par l'addition soit de l'acide éthylène diamine tétra-acétique 
(EDTA) qui coinplexe les ions Ca+ + et Mgi  +,soit de l'acide éthylène glycol bis (amino éthyl 
ether) - N ,  N' - tétra-acétique (EGTA) qui complexe les ioris Ca+ + . 

Des milieux hypercalciqites et hypcrmagnésiens ont été rkalisés par substitiition des ions 
Na t  par les ions Ca+ +' et Mgt ' afin de ne pas augmenter la pression osmotique du milieu 
extérieur. Elle est ajustée par un apport de saccharose puis elle est contrôlée A l'osn~on~ètre. 

RESULTATS. - 1. Modi;lic~tiotls de E,, et1 nzilielr Src~itlber-g dépourotl de cnlci~lt~i. - 
L'addiiion de I'EGTA (1 mM) au milieu de Steinberg dépourvu de calcium se manifeste par 
une dépolarisation me~nbrnnaire de 19 11iV environ pour les gros ovocytes, ct de 9 mV pour 
les petits ovocytes. Le potentiel devient parfaitement stable ail boiit d'une dizaine de ininutes, 
et peut sc maintenir ainsi a sa nouvellc valeur pend;int plus de 1 h .  Dans tous les cas nous 
avons obteriit la re'\srsibilité di1 p1iCnoii;t:ne. 

2. hlodificatio:~~ ri'. Er,, t7t rie r., EII  t~lilic'tr St~>ii:/?~~.g EDTA tic;poirrr.rr dr c~cilciirni et  dc 
nta~jri~;.<itri~l. - La taleiir dc E,, ne cliangc pas lorsqiic Ic niilieu esiracciluliiire csi siinplcnicnt 
dépoiirvii de ses ions di\,aIents. 
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Fig. 1. - Évslutioti de E, en milieu S:einberg liDT.\ rii.iiotiriu des ioiis C:iL " et Mg* '. ( x 1. diariiL:tre tlr I'o\,oc)tc 
1 117 11. ED-rl\ I mbl ;  (R). di;ti;ittrc cl? I'crvocyter>60 p. EDTA 5 niX4: (El). di;~niEire de I'ovi3:.!'t~ 692 IL. E1>7'.-\ 
1 inM. 1l:iaur dans Ic Stcinhcrs !:ormal pour tous lcs ovocytes { (o). C:I ' =0.34 tnEq; % t g b  ' =O.S? mEq. 

]'in c ' 2. - R:.!:i:ion.\ \,oltngs-coiilriiit Jans Ic n1ilii.u Stcriibcr~ iic)~-ril::I (A) ct dans le Siciriber: EDTA ( 1  nl l l l  
dépoiiri~i des ions di\:ileiits ( i;). Di:iiiii.trt' de I'ovi~cy!c 730 11. ' 

Fig. 3.  - f<i,>lii:iiill de E,, en n1ili~.ii StciiiI~cig I<Di,\ 1 iii'l. O Ca. O l l g  (A l :  inilicii Stciiihcrg O cDsI':\. 

&Ir+ + = :.16 iliJ1 (i?) et Stciilbtr; 110r111;ll je). I > ~ . i i ? i ~ t ~ c  de I'cvocytc : $00 p. 

Fig. 4. - E\cliitioll Je E, en 1llilicii Stcinhcrg E»'T!i 5 in'\t.  0 (.'a. O (8) .  nlilicii Stciii1)crg O LIYT!\, Sr '  ' = 1 . l t ~  

inEq (El) zt Si;in:?crg norr:i;il (SI. I)i;irnEtic de I'o\<?cyti. : 1 300 11. 
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Après l'addition d'EDTA (1 et 5 mu). In membrane cvocytairc se dépolarise en qiiclques 
minutes de façon rapide. La dépolririsation se 5tubiiise cnsiiite jusqu'ii une nouvellc va!eur de 
E, égale à - 18 mV t'nviro~l, qiiclles ql ie soierit la taillc des ovocytes ct la valeur itiitinlc cie E,,, 
(tableau ciJig. 1). Les valcurs de E, obteiiries lorsque les ovocytes sont traités par 1 mivl et 
5 mM dlEDTX présentent une légére variation qiii peut s'expliqiicr par une action plus 
complète lorsque la concentraiion est de 5 mb!. Cette différence peiit refléter également une 
certaine diversité des populations d'ovocytes. 

E,,, (inV) + (écart-type) 

f)inineire (p) I)i:irnétre (11) 
Milieu Sieinbeig des o\ocqrcs des ovocyres 

Ca" = 0 
Mg" = O  500-800 11 800-1 300 I I  

EDTA I m M  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 8 . 0 2 5 2 . 5 9  34 18,74 + 2.6 46 
EDi'A 511111 . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 7 . 1 3 1 4 . 3 9  JO 17.98 + 3,68  59 

Valcurs inoyciines dc E, obtenues en irilicii Steinberg EI1T.A ( 1  et 5 iiiht) dépotirvu de c;ilciuni ct 
dc inngnisium. n ,  nombre d'ovocytes éprou\is 

Ln résistance meinhranaire effective a été mesurée sur un certain nombre d'ovocytes. Les 
relations voltage-courant permettent de coiIlparer les pcntes des courbes obtenues en iiiilieu 
Steinberg et en milieii Steinberg O Ca, O Mg-EDT.4 (1 miM). La figure 2 iilontre la 
diminution de la valetir de 12 pcntc de ta droite réaliskc en milieu EDTA. Dans le cab p i ~ ~ e i ; t é  
la valeur initiale de r,, passe de 200 kR eii milieu Steinberg à 84 kR, valeur mesurée eii milieu 
modifié EDTA. La dirniriiition de r,, est cn moyenne de 60 ii 70 /, pour les gros ovocytes, et 
d i  50 60 ./o pour lcs petits ovocytes. 

3. Rc~pa/nri.~atior ck lu nrcn~brunc n ~ ~ o c ~ ~ t c i i r c  par Ies ioiis Mgf ' , SrL + et Ba+ ". - La 
membrane des ovocytcs est 311 préalable clépolarisée par un milieu Steinberg EDTA (1 mMj. 
E, est ensuite mesiirke dans lin milieu de Steinberg contenant l'un des ions divalefits 
siti\~ants : M g C + ,  Sr+ +. Baf '. La concentration extracellulaire de ces ions est égale à la 
coiicciitration totale de calciiini et de inagnésium coniposaiit norinaleinent le milieu de 
référeiice soit 1.16 mhl,'l. Dans un preniier temps, ces inilieux provoquent une repolnrisntiaii 
extrêinemerit ïagidc mais incomplète en présziice soit tie hlg+ + ou de S:+ + (lig. 3 et 4). Daiis 
un second temps nous avons parfois observé une légère dipolarisation. Par contre, la 
préscnce de baryurn ne provoque qii'une trés faible repolarisation. Dans tous les cils, le 
phénoi-iiéiie est réversible. 

4. EJ?Is C / ~ S  117ilicl1.v 1:~~~t~rc~lki:iq~rn C!  I~ jp~r~~rng~~é.~i t>~zs  s ~ i r  le po/e?zric/ dc nrr11rbi.unc.. - 
La perméabilité iiieinbi-nnaire des o\.ocyt?s aiix ions Na'.+ étant extrêineiilent f~lible ('1, 
nous avons reiiiplnc2 n!Eq par inEq les ions Na" par les ions Ca"' ou klg' ". Cliricun 
de ces milieiix, 1iyperc;iiciqiic ct hyperiilagi~ésien, totnleiilent dépourviis des ions > ! r i i ,  

provoque \in dTet I?gèrcriienl liypcipolurisant dc 4 ii (i inV ser-iibl;ible il celui obtenu p:lr 
siinplc substitutioii du sodiitiii p;ir i;i clioli~ic ('). 

Discüssiox. - Le ti.niteii-icnt des ovocytes pnr !e iiiilieii tle S:ciiibcrz. siinplenicni 
rl<poiirvii eri iiins cti\:ileiits, rie provoiltic aucune :nodilic;itioii iiiim2dintc dc 13 \laleiir- de E,!,. 
11 f:iu~ attendre plus ci.: 3 11 poKr obteiiii i i i i  ci'!'ct d6pol:!risaiil lorsqiie 13 solutioii rie cotiticnt 
pas de c:ilciriiii (résiilruts iloil publiEs). L':idclition des cliL:l:i!t.iirs, et pi.iticip:ileiiicrii I'ET'TI\, 
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a ces mèmes inilieux, entraîne une dépolar~sation rapide et de grande ainplitude, cri qiielques 
miiiutes, de la membrane ovocytairc. 

L'augmentation de la concentratiori extracellulaire de calciiiin ou de nagnCsiiim rie 

modifie pas l'effet hyperpolarisant attribué a I'abseiice tle sodium exiraceiliilairc ('1. Le 
calcium n'est pas le seul ion divalznt qui contribue ail maintien d'iiiie différence de potentiel, 
d'autant plus que le Mg++ ou Sr f  + permettent la repolarisatiol~ r:+pide de la rncmbrane. 

Et1 coficiusion, les ions divalents stabilisent la structure des membruiies plasiniqiies des 
ovocytes, ils contrôlent vraisemblablement les perméabilités sodique et potassique, 
mécanisine déjà démontré au niveau des membranes excitables ('), plus réccininent sur les 
membranes cellulaires pancrCatiqiies (8) et sur les membranes artificielles de nature 
phospholipidique [("), ('O), (' l)]. 

(*) Séance du 20 mars 1978. 
(') B. E. FRANKENHAEUSER et A. L. HODGK~N, J .  Physiol (Londres). 137. 1957, p. 218-744. 
(') G .  A. MORRILL. H. R .  KARACK et E. ROBBINS, Nat~rre ,  204, 1964, p. 641-642. 
(') T. MAENO. J .  Gcn. Physiol., 43. 1959. p. 139-157. 
(") G. A. MORRILL, J. ROSENTHAL et D. E. WATSON, J .  CeIl. Physiol., 67, 1966, p. 375-382. 
(') J. T. TUPPER et B. L. MALOFF. J .  E S P .  Zool . ,  185, 1973, p.  133-144. 
($) J .  P.  VILAIN. A. CAPURON et P. GUILHAULT. C .  R .  SOC. Biol., 165. 1971. p. 1594-1600. 
(') J .  P. VILAIN, A. CAPURON et P.  GUILDAULT, Comptes P C I I ~ L I S ,  276, série D. 1973. p. 573. 
(') 0. H.  ETER ERS EN et N. UEDA.,J. Physiol., 250. 1975. 31 p. 
(9 )  S. G .  A. MACLA~IGHLIN, Ci. SZAUO et G. EISENMAN. J. Gen. Physiol.. 58. 1971, p. 667-687. 
('O) M. BAKA. Ann. Biol. onini. Biocii. Biophjs. ,  16. 1976. p. 171-128. 
(") D. L. GILBERT et G. EHRENSTEIN. Biophys. 3.. 9,  1969, p. 447-463. 

Uiiisersitd d r ~  Scicncrs c f  Techrriqi~cs dc Lille, 
Laboratoire de Morpliogeiiise animuie, B.P. no 36, 59650 l/.illencuc~e-d'Ascq. 
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CHAPITRE VI 

Maturation in vitro des ovocytes de 
Pleurodèles waltlii (Amphibien ursdèltz) 

par J.-P. V L A N  

Laboratoire de Morphogenèse Animule, Université des Sciences et Tecltniques de Lille. 
59650 VILLEfJ'EUVE D'ASQ 

R@.~itrnr'. - La maturation iti vitro des ovocytes de Plcurodelcs tvalrlii a f té mise au point dans le but 
de suivre les inodifications éventuelles des paramètres électriques de la tnenibrûne. 

Le déclenchcmznt de la maturation in virro des ovocytes des Anoures se réalise de façon routinière en 
présence de progestérone aiors que, jusqu'à présen:, chez les Urodèie':, la reprise de la méiose n'aété obtenue 
qu'après le conditionnement préalable des femelles par des injections d'extraits liypophysaircs. 

Sur lesovocy tes de Pleurodele, nousavonsobservé l'ascension de la vésicule germinative au @le animal. la 
rupture de la vésicule suivie de l'émission du premier globule polaire dam les conditions habituellemefit 
utilisées chez les Anoures. 

Les ovocytes sont prélevéssurdes femelles, n'aymtsubi aucune iiijectionpréalable et dont lechoix n'a fait 
l'objet d'aucune a!tention particiilicre. Les ovocytes iion défolliculilnsés, provenant de cinq femelles, ont été 
placésen suspensiondans les.wlutionsdeSteinberg, deMcmaneide R i n g  Dansun premier teinps. le pH de 
ces trois milieux est ajusté à la valeur 7.5. La progest6rone. en traitement continu à lacoiicentration ~ O ~ M ,  
induit la realisation complète de la maturation de 60 P/o des ovocytes dans le milieu dc Steinberg, 8 1 % dans le 
milieu dc Mcmam et 70 % dans le milieu de Ringer. 

Lorsque les ovmytes sont dépoumus nianuellcmei~i d: leurs cellules folliculaires. la reprise de la miiosc ne 
parvient pas toujours à son terne : la montée de la vésicule germinative peut iie pas eue suivie dr: sa rupture. 

Lorsque le pH des trois solutions est à la vaieur8.5. le milieu de Steinberg permet la maturation de 94 5% des 
ovocytes non dtifollicularisés, le milicii de Merriam9 l 70, le milieude Ringer8 1 Q. Cesrésultatsont Ztéacquis 
a partir de deux feinelles. L'alcalinité du milieu, quelle que soit Io solution utilisée, favorise le décleiichement 
de la maturation et permet d'attcindre des taux Elcvés d'ovocytes matuks. 

Dans ces inêmes conditions. l'absence des cellules follicuiaires n'affecte pas la kponse des ovocytes à la 
progestérone. 

Sirmrnary. - The in vitro maturation of Pleurodeles ivaltli'i oocytes was performed to elucidate the 
eventual modifications of the electrical parameters of the membrane. 

Progcstércne is the most efficien: stenod hormone which triggen the i& maturation of thchnouran 
oocytes ; whereas intrapcritoneal injections of pituat,ary suspensions were necessary, up to now, to obtain 
meiosis reinitiation in Urodkle aniphibiaii oKytes. Tne cytological charigcs associated with Pkurodeles 
oocyte inaturation : inovement of the gemiinal vesiclr towardthesurfvceof the animal pole, the breakdownand 
the emissiori of the first p l a r  body were perfomied iri the usual conditions applicd to Anouran meiosis. 

The full grownoocytes wercremoved frorn females tnat received no honnon~l prctrertiiientthat werechosen 
at rmdom. 

The largcst oocytes \vitIl intact follic~ilar layers werc removed from five aniinal, and placedsuccessivrly ir: 
Stcinbcrg's, hlerrinm's and Ringer's solutiori. Fint, the pH of these thrce solutioiis was adjusteù to 7.5. 

The contiiiuous trcatmcnt with progestcronc lO-6~  indiices the coniple!~ rn;itiirntional events in 60 $6 of 
th? wcytcs i~icubated in Steinberg's solution, $1 % in Merriani's and 70 4 i r i  Ringer's. 

Wheii the oocytes \ver? divcsted of their outer celliilar layeis. the ri:igrÿtiori of the gemiinal vesicle was not 
alwiiys fulloucù by i t  desinte(rntii>n. 

The pH of the solution w.tz ihen adjusted to 8.5 ; the peiccntagc of niatured oocytes with intact follictilôr 
Iiiycrs rcaçhcd Y i  Q iii Sreinkrs's soluriori. 91 % iii Llem;;:ii's and 81 5.C in Ilinger's. Ttiese results were 
establi~licd froii; tu.« fenia!cs. 

The aik:ilinc soltitions. uhatcber the bolution i:sed, facilitatc [tic ineiosisreiiiiti~tion andallow higii nivrured 
owytcs ratio. 

In the soiiic coriditions. the laci, of tiie olircr c c l l u ! ~  hyers has no influence on the hormonal rcsporise of the 
uocytcs. 



MATURATION DES OVOCYTES IN VITRO 

INTRODUCTION 

L'appréciation des paramètres électriques des ovocytes--de Pleurodeles npaltlii, 
selondesméthodes électrophysiologiques, apemis iamiseen évidenced'unedifférence 
de potentiel entre lemilieu intracellulaireet le milieu extracellulaire(Vilain, 197 1). Cette 
différence de potentiel traduit la permézbilité sélective de la membrane plasmique de 
l'ovocyte aux ions K+ et ~ a +  (Vilain, Capuron et Guibault. 1973). Ainsi la membrane 
contrôle l'environnement ionique favorable aux mécanismes biochimiques et 
physiologiques qui accompagnent l'évolution des ovocytes des Amphibiens (Morrill, 
Rosenthal et Watson, 1966 ; Cannon, Dick et Ho Yen, 1974), la maturation (Moreau, 
Guerrier et Doree, 1976 ;Wallace et Steinhardt, 1977 ;Marot, Belle et Ozoii, 1976), la 
segmentation et les différentes étapes de l'embryogenèse des Amphibiens (Slack et 
Warner, 1973 ; De Laat, Buwalda et Habets, 1974 ; Barth et Barth, 1974). 

L'étape de la maturation, qui iious intéresse dans cette note, est mieux connue chez 
les Anoures que chez les Urodèles. Chez ces derniers, l'induction de la maturation in 
vitro des ovocytes nécessite un << conditionnement préalable des femelles par des 
injections d'hormones hypophysaires (Brachet, Hanocq et Van Gansen, 1970 ; Brachet, 
1974 ; Barsacchi-Pilone et Humphries, 1975). Dans le cadre de nos travaux, il était 
important d'obtenir intégralement iri vitro, le déclenchement de la maturation des 
ovocytes de Plelcrodeles waltlii ainsi que son évolution. Nous avons donc recherché les 
conditions optimales à la reprise de la méiose par l'action directe de la progestérone sur 
les ovocytes, sans préparation hormonale des femelles. 

MATERIEL ET METHODES 

Les ovaires sont prélevés sur les Pleurodèles élevés au laboratoire et n'ayant subi 
aucune injection préalable. Le choix des animaux n'a fait l'obiet d'aucune attention 
particulière, nous avons utilisé des femellesquiont pondudepuis plusieursannéeset dont 
les ovocytes ont été prélevés à diverses reprises. 

Les ovocytes, choisis au terme de leur croissance, ne sont pas systématiqueinent 
défollicularisés ; dans certains cas nous avons pu extraire nianuellement les cellules 
folliculaires. 

La maturation est suivie dans trois milieux d'incubation dont les compositions 
ioniques sont les suivantes : 

Solurior~ de Steinberg : 
NaCL : 58 mM KCL : 0,67 niM Ca (NO3)2 : 0.33 mhl Mg S04 : 0.82 miM 

Solrttioti c i r  hlerrirltu : 
NaCl : 88 rnM KCI : 1 inM Ca (NO3)2 : 0.33 m?il Mg S04 : 0.82 niM 

Ca Cl2 : 0,4 1 

Solilfion de Ririgcr : 
NaCl:112rnMKCI:  ?n iM CaC12:  1,3rnM 
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Le pH de ces trois solutions est ajusté à 7,5 et à 8,5 par des coriccntrations 
appropriées de CO3 H Na ou Tris-HCl. Toutes les expériences sont réalisées à la 
température du laboratoire ; le iraitenient des ovocytes par la progestérone, à ia 
concentration l e  M est continu jusqu'à la maturation. Les observations faires à la 
loupe binoculaire ont permis de suivre les tacnes de maturation sur le vivant et de vérifier 
la disparition de la vésicule germinative par dissection d'ovocytes bouillis. Dans 
certaines expériences, l'examen histologique est effectué selon les techniques 
classiques : coupes sériées de 7~ d'épaisseur et coloration au rouge nucléairr et 
picroindigocarmin. 

RESULTATS 

1. Maturation des ovocytes à pH 7,s dans les trois miIieux d'incubation 

Les lots d'ovocytes testés dans chacun des milieux proviennent dc cinq ferr.elles 
différentes (tableau 1). Les signes de la maturation, que nous avons observés sur les 
ovocytes de Pleurodèle, correspondent à l'ascension de la vésicule germinative au pôle 
animal, la rupture de la vésicule suivie de l'émission du premier glob~ile polaire. 

La progestérone, à la conceniration 1 0 - 6 ~ ~  induit ta réalisation complète de la 
maturation de 60 % des ovocytes dans le miiieu de Steinberg, 8 1 8 dans le milieu de 
Memam et 70 96 dans le milieu de Ringer. 

Considérons le cas de la femelle référencée 16 03 77 du tableau 1 ; la niptiire de la 
vésicule germinative s'est réalisée pour tous les ovocytes traités dans le mi!ieu de 
Memam ; la solution de Steinberg représente les conditions les moins favorables à la 

Tableau 1 - Effet des milieux Sisinberg, b lea ian  ct Ringer i pH 7.5 sur In riwiui.ation des 
ovocytes trditis i\ In prt>gesiirone II?-6 M. 

- 95 - 

Femelles 

19 1 1  76 

29 1 1  76 

2601 77 

16 02 77 

15 03 77 

Totaux 

C/c 
1 

Rifiger 7 , s  1 
Ovocytes 

trartés 

84 

49 

29 

24 

30 

216 

100 

Ovocytes 
rnaturés 

63 

32 

17 

15 

26 

!53 

70 

Steinberg 7 , s  ' Mernarn 7,5 
' 

Ovncytes 
traités 

73 

64 

38 

27 

30 

232 

IO0 

Ovocytes 
traids 

- 

55 

34 

Ovocytes 
maturés 

50 

34 

22 

15 

19 

140 

60 

Ovocytes 
maturéc 

- 

45 

3 1 

30 1 II 

29 ' 

148 

100 

29 

120 

8 1 
I 
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réinitiation de la méiose puisque ladurée d'incubation est p!iis longuc pourn'obtenir. par 
ailleurs, que 63 % d'ovocytes maturés. La figure 1 relate le pourceiitage de maturation, 
obtenue au cours de cette expérience, en fonction de la durée d'incubation dans les trois 
milieux en présence de progestérone. La rupture de la vésicule germinative siirvient plus 
rapidement dans les solutions de Memam et de Rifiger que dans le milieu de Steinberg. 

p. 100 maturation 
-. 
Merriam 

0-* I d 

Fig. 1 - Pourcentage d'ovocytes maturés dans les milieux de Steinberg, Memam et Rinoer à pH 7.5 
en fonction de la durée d'application de la progestérone hf. Expénence réfirencée 16 03 77, tableau 1 .  

Lorsque les ovocytes, débarassés rnan~ellement des cellules folliculaires, sont 
placés dans les mêmes conditions, la migration de la  vésicule germinative n'est pas 
toujours suiviede sa rupture. Néanmoins, dans deux séries expérimentales, la matilration 
s'est déroiilée jusqu'a son terme (tableau 5). L'ensemble de ces résultats a éte acquis 
pendant la période s'étendant entre les mois ae septembre et mars ; en dehors de ceûe 
période, dans les mêmes conditions, la méiose ne s'est effectuée qiie dans des cas 
exceptionnels (tableau 3). 

2. Matiiration des ovocytes dans les trois milieux à pH 8,5 

Vingt a trente ovocytes sont mis en suspension dans les milieux dont ie pH est ainené 
à 8,5. Les expériences ont été rialisées à partir de deux femelles (tableau 2). 

L'addition de progestérone pcrmet la niaturation de 93 7ë des ovocytes, rion 
défoliicularisés, dans le mi!ieu de Steinberg, 9 1 56 dans le milieil de Memarn, 81 ';/î dans 
le milieii de Kinger. 

Dans l'une des deux expériences, riférenc6e 16 03 77 dan5 le tableau 7 ,  la 
réinitistior! de la rneiose sur1 ierit entre la 5* et la 12' heure en Steinberg pFi 8.5, alors que 
les ovocytes évoluent entre la 7' et la lSL heure à pH 7,s (fig. 2) .  En outre, nous avu!is 
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obtenu 100 % de maturation en solution alcaline alors que ce milieu se rcvè!e le moins 
favorable à pH 7,5. De même, la figure 3 relate I'fvolutioii plus précoce des ovocytes 
dans le miiieu de Mcniam à pH 8,5 .  

Fig. 2 - Pourcentage d'ovocytes maturés, dans le milieu de S:einberg à pH 7.5 et à pi-1 8.5, 
en fonction de la durie d'application dc la pmgestdrone iOd M. Expérience référencée 16 03 77, tablraux 
' 1 et 2. 
p. 100 maturation 

Marriern 

heures 

5 10 15 20 2 5 

Fig. 3 - Poiircent~ps d'ovocytes n?3iiiri:s, dans Ic iiiilieg de Mciriniii i pti 7.5 cl â pli 8.5, 
en l'onction de 14 ducs d'application de Ii i  progcsti.n,nc l i e  hl .  ExpCnericr. riférericie 16 02 77, 
tableaux 1 et 2. 
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L'augmentation de pH n'altère en rien les inécanisrnes de la matriration qui évolue 
nonnalement jusqu'à l'émission du premier globule polaire. L'alcalinité des milieux 
accélere l'induction de la maturation par la progestérone. 

Les observations, faites sur des ovocytes débarassés rnanuellcment de leurscellules 
folliculaires et placés dans les mênies conditions expérimentales, ont about] à des 
résultats tout à fait comparables (tableau 5). 

Comme précédeinment, la période printanière n'a guère été propice à la 
reproduction de nos expériences de maturation iri vitro dans Ics milieux a pH 8,5 (tableau 4) 

Tableau 2 - Effet des milieux Steinberg, Mem;un et Ringer à pH 8.5 sur la maturation aes 
ovocytes traités sür la progestérone I O - 6 ~ .  

Tablcai: 3 - Nombre d ' i i ~ o c > ~ c ~  rni~ruris cn iiiilieu Siciiilrrg CI blerriain peiiiiani la saisori pririt;iriii.rc. 

- 98 - 
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Tableau 4 - Nombre d'ovocytes maturcs en milieu Steinberg et Memmi à ptl 8,5 pendant !a saison 
printanière. 

Tablenu 5 - Nombre d'ovocytes ddolliculwsés en milieu Steinberg et Mcmarn à pH 7.5 et à 
pH 8.5 traités à In progestércme I@-~ M. 

DISCUSSION 

hombre d'ovocytes 
matures 

7 

O 

13 

3 

14 

12 

15 

18 

f 

Steinberg pH 7.5 

Memam pH 7.5 

Steinberg pH 8.5 

Merriam pH 8.5 

La maturation itz vitro des ovocytes de Pleurodele a cté obtenue dans les conditions 
habituelle~nen! utilisées cticz Ics Anoures. En effet. l'addition de progestérone, à des 
milieux d'incubation colistiti?és des mêmes espèces ioiiiques à des concentrations 
différentes, déclenche la maturation des ovocytes arrivés au terme de leur 
accroisseinent : les femelles agrées n'ont subi aucune injection préalable d'extraits 
hypophysaires. 

Nombre d'ovocytes 
traités 

100 

16 

13 

12 

14 

15 

15 

19 

I..e tei-iips de réponse des ovocytes à l'action de la progestérone ebt très serisib:e ri la 
conipositian ionique des niilieuu extracellul~ircs ; Ics changeri~ents de la pression 
osmotique, (lei en r6sultent. peuvent Gtre rnis en cause, setile urie étude précihe dc cc 
probl61ne peniiettrait de le\er le doute. 

La solution de Meniiini i pH 7.5 se révt:Je être le milieu Ic plus fnvclrablc ;ILI 

déclenchcmeiit dz la niatt:ratioii : Iii rupture de la vésicule gcrriiiiiiitive survierit ~i;'i la 
6" neure pour se coi:iplétcr vers Ir: 12' heiirc ; I!: pourLcnrnge de rii;it:irrition y rst Ic plus 
élevé. 
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La reprise de la méiose apparaît plus tsdivement chez te Pleurodèle que chez les 
Anoures puisque dans les mêmes conditions de milieu et de pH, le temps de latence ap;ts 
la stimulation hormonale est de 3 à 6 heures chez le Xénope, 6 à 10 heures chez Rcina 
pipicns (Brachet, i 974). Cette constatation adéjàété faite aproposde lamaturationd'un 
autre Urodèle : Notopl~talnius viridescens (Barsacchi-Pilone et Humphries, 1975). 

L'élimination manuelle des cellules folliculaires semble perturber la reproduction 
des événements n~orphologiques de la maturation à pH 7,5. alors qu'en milieu alcalin, 
l'absence d'épithélium folliculaire n'affecte pas la répoiise des ovocytcs à la 
progestérone. Ce résuitat nous parait être un argument en faveur d'uiie action de 
l'alcalinité des milieux au niveau de la membrane ovocytaire. En oütre, l'augmentation 
du pH des trois milieux accélère le déclenchement de la maturation et permet d'atteindre 
des taux élevés d'ovocytes maturés. 

Des substances non hormonales, comme le parachloromercuribenzoate (PCMB) 
(Brachet et Pays-de-Schutter, 1974), I'ionophore A 23 187 (Wasserman et Masui, 1975) 
et l'ion ~ a 3 +  (Schorderec-Slatkine, Schorderetet Baulieu, 1976) iitduisent Idmaturation 
des ovocytes de Xénope. Ces agents, agissant ebsentiellement au niveau de la membrane 
plasmique, on pqut supposer que le site initial d'interaction entre la progestérone et 
l'ovocyte serait membranaire. Nous pensons que l'effet de la modification du pH des 
solutions d'incubation des ovocytes de Pleurodèle doit intervenir au niveau de ce site. 
Chez les Anoures, on a démontré la dépendance de la stimulation hormonale et de la 
concentration extracellulaire de Ca+ + (Memam, 197 1 ; Wasserman et Masui, 1975 ; 
Marot, Belle et Ozon, 1976 ; Moreau, Doree et Guerrier, 1976). Il existe, de plus, des 
charges négatives à la surface membranaire des microvillosités des ovocytes de Xénope 
(Brummettet Dumont, 1976) ou les ionsdivalents agiraient, comme il est supposédans le 
cas des surfaces rnembranaires des cellules nerveuses (Gilbert et Ehrensiein, 1469). soit 
par un effet d'écran, soit par fixation sur les sites négatifs. Selon Hille (1375) les ions Hf  
se lieraient directement sur les sites négatifs d'où une compétition entre les ions ~ a 2 +  et 
les protons en surface de la membrane plasmique des cellules nerveuses. I,a diminution 
de la concentration en protons, entrainerait donc une redistribution des ions Ca++ à la 
surface de la membrdne des ovocytes de Pleurodkle d'où la facilitation de la maturation 
que nous avons observée en milieu alcalin. 
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Ca"'-sensitive electrodes and the photoproteins obelin and aequorin were used with the oocytes 
of the anuran Xenopus laevis and the urodeles Ambysioma tnexicanum and Pleurodeles waltlii 
in order to detect any changes in internal free Ca" wliich might result from progesterone or 
agonist stjmulatioii. A dramatic Ca" surge was recorded: from 0.7 x IO-" M in the unstimulated 
0ocyt.e to 7 x 10-9f after stimulation but before germinal vesicle breakclown (GVBD). Ca" cffiiix 
was also nieasured. but it accounted for less than 0.2% of the internal Ca" transient; this effiux did 
not t,ake place in the absence of extrrnal calcium. The Ca" surge and maturation in response to 
progesterone, p-hydrox~~ethylenesiilfoniite (I'HMPS). or MnS+ occurred normally even when 
divalent cations were absent from the external medium. In contrast, external divalent cations were 
necessary for the induction of rneiosis aiid a Ca2+ transicnt by the K" ionophose valinomycin. 
I.ICO3- also triggers meiosis and causes Ca" release, but the release occurç with quite different 
kinetics. Incompletely grown or seasorlally dormant oocytes as well as 10 ~ I M  theoj>hilline- or 
procaine-treated oocytes neither release Ca2+ rior respond to the hormone. We conclude ttiat 
intracellular releûsed Ca" is likely to be the major "second mewnger" following hormone 
stimulation in amphibian oocytes as in starfish. 

INTRQDUCTlON 

It is now well established that progester- 
one, the natura! hormone which triggers 
maturation in amphibians (Fortune et al., 
1975), acts a t  the celi surface (Smith and 
Ecker, 1971; Smith, 1975; Godeau et al., 
1978); it induces the formation of an intra- 
cellular maturation promoting factor or 
MPF {Masui and Markert, 1971; Drury, 
1978). This factor causes germinal vesicle 
breakdown (GVBD) and the developnient 
of the oocyte to the metaphase of the sec- 
ond maturation division. At this point de- 

* velopment pauses until fertilization or ac- 
tivation. Many compounds have been 
found to mimic progesterone action, by act- 
ing either at  the ce11 surface (Brachet et al., 
1975; Schorderet-Slntkinc et al., 1977) or 
intracelliilarly (Moreau et nl., 19Ïr;a, b). 
The rnechanisn~s by which membrane per- 
tur1)ntioris may lead to MPF production are 
poorly uncterstood, althoiigli Ca2' lias b e n  

suggested as a possible second messenger. 
Many arguments have been presented in 
support of this view (Marot et al., 1976; 
Schorderet-Slatltine et al., 1977; Baulieu et 
al., 1978), the most direct ones based on 
the demonstration by Wasserman and Ma- 
sui (1975) and Moreau et al. (1976a) that 
chemical as well as physicai iontophoresis 
of Ca2+ into the oocyte cytoplasm can trig- 
ger true meiosis in the absence of hormone 
treatment. So far, however, neither tracer 
analysis (Marot et al., 1976; O'Connor et 
al., 1977) nor aequoïin studies (Eeliii et al., 
1977) have provided sufficient evidence 
that internal free Ca" levels change during 
hormone stimulation. 

In tliis paper, we dernonstrate for the 
first time, usirig two different methods, a 
riralllutic rise in free Ca2' concentratioti 
withiri the cytoplasm of anurnn and iirtrdele 
oocytes soGn after prugesterorie or agoiiisc 
sti~iiulntion. This Ca" tra~içient may be 

20 1 
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necessary for meiosis reinitiation sirice in- 
conipletely grown or inhibitor-treated oo- 
cytes which do not undergo meiosis also fail 
to produce the Ca2+ transient. 

MATERIALS AND METHODS 
3 

Preparation of oocytes. Sexually mature 
Xempus laevis, Pleurodeles u-altlii, and 
Ambystonza mcxicanu~n, obtained from dif- 
ferent stocks, were reared in Roscoff. Ova- 
ries were removed from females anesthe- 
tized with MS 222 (aminobenzoate meth- 
anesulfonic acid sait, Aldrich). Full-grown 
oocytes were usually dissected out of their 
follicles with fine forceps. Although this 
procedure leaves large numbers of follicle 
cells still associated with the oocyte, we 
preferred it to the classical collagenase 
treatment which introduces severe artifacts 
(unpublished). The isolated oocytes were 
allowed to recover for at  least 6 hr in Falcon 
petri dishes containing OR? solution (Wal- 
lace et al., 1973) before performing the ex- 
periments. Oocytes prepared in this way 
and continuously exposed to progesterone 
(10-~ g/ml) showed 97.5% meiosis reiriitia- 
tion (SD = 6.2, N = 187) for Amhystoma 
and 99% meiosis (SD = 3.16, N = 235) for 
Pleurodeles. The score was less satisfactory' 
with Xenopus oocytes (40.58 true meiosis, 
SD = 10.5, N = 220). The same Xenopus 
oocytes prepared with collagenase may give 
70-90% maturation (Vilain et al., 1980). 

Prepczration of the photoprotezns. Ae- 
quorin (type 1) was purchased from Sigma. 
The aequorin sample was freed of traces of 
ammonium sulfate and EDTA by passage 
through a column containing Sephadex G 
25 fine which haci been equilibrated with a 
solution of Na acetate, 10 n~?4;  EDTA, 1 
IJ11, pH-6.2. Obelin was freshly prepared in 
Roscoff (Campbell, 1974). 

Light dctcctio~l. Light eniissiori was de- 
tected in a light-tight bos witliout a light 
guide usiiig an Eh11 9335 QB or an Harna- 
inatçu R 37.4 photorriiiltiplier ratcd a t  an 
anode voltage of 1 100 V. The niiode çiirreilt 
was measiirt.d witii a currcnt to voltage 

msec, displayed on an oscilloscope, and re- 
corded on a chart recorder. Calibration of 
each batch of aequorin to be used was 
achieved according to Baker et ul. (1971). 

Known quantities of Ca" were driven by 
constant-current ioncophoresis (2 pA) from 
a pipet containing 1 M CaC12 and injected 
either into a 1-pl dropiet of aequorin sus- 
pcnded in CaMg-free OR2 passed on Chelex 
100 or into an aequorin-loaded oocyte. 
Transport number of the pipet (Kusano et 
al., 1975) was 0.2. From these data, it ap- 
peared that only 20% of the expected emit- 
ted light could be recorded froin the oocyte 
(Table 1). That sufficient aequorin was 
present throughout the experiment was 
cherlred systematically by adrling 10% Tri- 
ton X-100 to the preparation a t  the end of 
the recording period. The light enlitted dur- 
ing exposure of one isolated oocyt,e to Tri- 
ton X-IO0 was at  least 10-fold higher than 
that recorded during an experimerit irivolv- 
ing as many as 25 aequorin-loaded matiir- 
ing oocytes. 

Microinjeclion procedure. Tbe photo- 
proteins (420 pg of aequorin/rnl) were pres- 
sure injected through a micropipet with a 
beveled tip, 3-5 ym in diameter. Pressure 
pulses were âpplied through a thyristor 

TABLE 1 

CALIBRATION OF TIIF. LICHT RESPONSE ORTAINED 
BY CaL+ STIMULATIOC OF THE AEQUORIN" USED I X  

THE  RESE SENT WOHK (SEE MATERIALS AXB 

METHODS) 

Ionto- Ca" de- Flash iiitensity Ca-" con- 
phoresis livered centra- 
durntioii (pinoles) tion 

(sec) Droplet Oocyte chaiige . 
(wM, 

" For tlic sanie q~iiiiitits of Ca" dclivcrcci by ioii- 
tol)hoi.rsis, anode curreil! <Irvintioii was fouiid :O bv at 
1ear.t. 10 tiiiics Iiinher \r.ith frpstily piel);ii.<,il ol>cliri rlinii 

convcrtcr liaviiig a tiine constant of 40 nit11 tire aeqiioriii s;iiiipies picp'iicd frorii Si1:nin 



which commandrd a three - way electro- 
valve (Danfoss) liriked to the electrode and 
to a regulated tank of compressed air. It 
was adjusted so that one pulse delivered a 
volume of about 0.1 pl, i.e., less than 10% of 
the oocyte volume. Microinjection was al- 
ways performed in normal OR2 medium. 
For experiments in CaMg-free ORr the oo- 
cytes, injected in normal OR2 and allowed 

. to heal for 2 hr, were then transferred to 
the modified OR2 for a prolonged equilibra- 
tion period, usually more than 8 hr, with 
repeated changes every hour. 

Ca2+-sensitiue electrodes. Ca-sensitive 
microelectrodes were constructed accord- 
ing to the procedure described by Oehme 
et al. (1976). The tip of the eiectrode 
contained a resin consisting of N,N'-di- 
(1 1 - etlioxycarbonyl)undecyl- N,N1,4,5 - tet- 
ramethyl-3,6-dioxaotaiie diacide diamide 
and 1% tw/w) of sodium tetraplienylborate 
(NaTPB) in O-nitrophenyloctyl ether (O- 
NPOE). 1 M CaClz \vas used as the electro- 
lyte. The potential measuring electrode 
contained 3 LM KC1. The output from the 
Ca-sensitive electrode was connected to an 
operûtional amplifier (Analog Devices 311 
J)  having an input impedence of 10'". 
Membrane potential was subtracted via a 

differeiitial amplifier from Ca2' electrode 
potential to obtain a measüre of intracel- 
lular Ca2+ activity. Calibration was made 
usiiig Ca2+-EGTA buffers (Steinhardt et 
ul., 1977). Electrodes were chosen which 
gave an approxirnately 29-mV siope for a 
10-fold positive or negative change in (Ca") 
and which had a time constant cf less than 
30 sec. Such electrodes which function lin- 
early in the range of 0.1 to 1 ph1 (CaL+) are 
quite difficult to obtaiii. In fact, only two 
were satisfactory from a lot of 250. These 
maintained their characteristics for at  least 
3 weeks. Figures 1A and B give the calibrn- 
tion of the one which was used in the ex- 
periments to be described. 

Introduction of the electrode into the 
oocyte did not cause a depolarization of E,, 
greater than 1 mV. There was no significant 
drift of the electrode (less thati 0.5 mV) 
when it was calibrated before and after each 
experiment over the fuil Ca2+ concentration 
rangewsed. Similarly, no drift was observed 
when the electrode was introduced and 
maintained for more than 2 hr in a non- 
maturing oocyte. Tip potentials of the Ca2+ 
and the potential electrodes were 0.5 I 0.1 
mV. It has been verified, moreover, in Our 
material, that there is no differeiics in the 

1 f ree  [ca2+] rn~crcmoiar  
-120L 

0.1 0 5  1 5 10 
free [~a'+] i i~~c ro in r i a r  

Fic. 1. Calibratian of the Ca"-sensiti\.e elcctrode iised d~iriiig this work. (:alil>ration wns pc~f'oriiied usiiig 
CaL+-I.:Gl':l 1)uffcrs as dcsci.ibe<l by Striiiliardl et al. (1977). l'lie calibrtition cur\.c i;\) is p rez~~ i i i~ r i  ~iiiiiiltaiic- 
ously ivith the ~ripiiial recor<ls (H). 



potentials recordeci from two independent 
clectrodes, which allows voltage-clamp as 
well as current-clamp studies. 

RESULTS 
1 

Ca2+ Leuels in the ~nst imulated Oocyte 

Resting levels of free CaL+ ions have been 
measured by impaling a single unstimu- 
lated oocyte with a Ca2+-sensitive electrode 
as well as a potential electrode for refer- 
ence. According to Our caf bration data 
(Fig. l), this level ranged from 0.4 to 0.9 X 
IO-' M in .Yenopus as well as in Ambystoma 
oocytes. Resting level could also be de- 
tected by monitoring continuous light emis- 
sion over dark current from a number of 
oocytes injected with the photoprotein ob- 
elin. Using the photoprotein aequorin, how- 
ever, we detected no light signal in the 
resting oocyte, even when 25 oocytes were 
observed simultaneously. More than 10 
such control experiments have been per- 
formed with aequorin. Since all the oocytes 
used in Our experiments healed pcrfectly 
within the 2-hr resting period which fol- 
lowed photoprotein injection and presented 
a normal aspect, we never observed any 
leakage from them over at least the 14-hr 
recording period we used systematically. 

Ca2+ Respon.ses following Progcsterone 
Stim.ulation 

Chariges in the interna1 free Ca" concen- 
tration resulting from c~ntiiiuous esposure 
to progesterone (1 &ml) were casily re- 
corded with aeqiiorin, provided that enough 
responsive oocytes (5 to 251 were present in 
the preparation. The recorded light re- 
sponse appears to be proportional to the 
quantity of Ca" released (Shiniomura et 
al., 1963a,b, 1970; Blinks et al., 1976), and 
we found indeed that the integated light 
signal was also proportional to the number 
of oocytes which matured normally during 
the course ofsne experiment (Fig. 2). Dur- 
inç this work, we have performeci 16 such 
aequorin experiments with Ambystoma, 14 
with Pleurocleles, and 11 with Xenopus, 
using oocytes which were taken either from 
the wild type I O  experiments) or from the 
albino (aP) mutant (2 experiments). The 
average nurnber of oocytes used in one ex- 
perimeiit was 21 (SD = 3.5) and the per- 
centages of true maturation were, respec- 
tively, 59 (SD = 201, 60 (SD = 16), and 46 
(SD = 13) for Ambystoma, Pleurodeles, 
arid Xenopus. Al1 these experiments gave 
us highly reproducible positive results as 
typically shown in Fig. 3. Duration (from 3 

Nurmbor O f  ma tu r i ng  oocytes 

Frc. 2. Correlatioii Iwtiveeii tlic liglit recorded and t h e  i iun~ber  of oûcyics tvliicti have iiiatiiicd iii ench 
individual eslii.rirticr::. Oocytes froin Senopirs. Irlfur.o</~.it*s, artd il/~tL~y:!or>:n tvtLre 1o:ided \vit11 O.! ;:I of iiic 
aequo'.in soliitiori ivliost: c~ilibrntioii is pr-t.seritcid in 'l'iik~lc 1. I.igtir qu;iiitity lin:; Iicc!i o!)t:iiricil i:y iiittagintiiig tlie 
signal over a I?-lii' pcriod 111 escli rxlwi.iiiii.111 ;irid is given iri aibitrary oi;its. 
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Fx. 3. Progesterone-induced Cg' traiisients as re- 
c o d e d  in Xenopus (X), Pleurodeles (P), and Ambys- 
toma (A) oocytes injected with aequorin from the 
same batch as used for the citlibration shown in Table 
1. ceP--re) Xenopus albino mutant; (A-A) un- 
stirnulatcd control oocytes injected with aequorin. 
Maturation of the albino mutant aas  deterrnined by 
c):tological controls effected 24 hr after progesterone 
addition. Maturation ratios were, in these experi- 
mentg X wild type = 17/30; X albino = 2/15; P = 14/ 
25 + 6/25 germinal vesicles at the animal pole (GVA);. 
and A = 21/25 + 2/25 GVA. 

to 6 hr) and peak amplitude (4 nA for 25 
oocytes) of the detectable Ca2+ transients 
are sùniiar in the three species, when the 
oocytes were injected with aequorin from 
the same batch. In each case, germinal ves- 
icle breakdown (GVBD) was found to occur 
some 2 to 3 hr after maximal peak light 
emission. We ignore, however, the exact 
timing of this event in the case of the albino 
n~utailt where pezk iight emission occurred 
earlier than Ive observed ivith the wild type. 

Continuous records of internal free Ca" 
levels were also obtained fronl single Xen- 
opus (Fig. 4 ) ,  Ambystonzrr (Fig. 5), or Pleu- 
rodefcs oocytes, using Ca2+-selective elec- 
trodes. ]Vit h the electrode, a sigliificant in- 
creEse in Cz" activity could be detecteù as 
eaity as 10 min after piogesterone üdclition, 

i.e., sooner than it is possible to measure 
with asquorin, even when using the aibino 
mutant. With both techniques, however, 
the maximum Ca2+ surge occurs at  the same 
time as illustrated in Fig. 5. The peak cy- 
toplasmic Ca2+ activity was 4.8 f 2.1 fif (6 
experiments), the internal free Ca2+ change 
being typicaiiy from 0.7 x 10-90  7 x IO-" 
M in the Xenopus oocyte. It occurred 2 to 
3 hr before GVBD. The Ca-sensitive elec- 
trode technique aiso aliowed us to foilow 
Ca"' efflux from the oocytes. The electrode 
was placed in 0.3 ml of normal OR2 medium 
containing 50 oocytes (Fig. 4C). External 
Ca2+ activity was found to begin to increase 
about 30 min after hormone treatment. The 
total efflux corresponds to a decrease of 
about 0.03 p M  in the oocyte Ca2+ content, 
which corresponds to 0.1% of the internai 
Ca2+ surge. 

GVBD and Ca2+ Responses in the Absence 
of  External Ca'+ 

The great majority of the oocytes useci in 
these experiments resumed maturation, 
whatever the medium (Merriam, Steinberg, 
or OR2). Under these conditions, however, 
maturation was delayed by 2 Iir relative to 
controls. Tliese results are at  variance with 
some previous reports (Merriam, 1971; 
Marot et al., 1976). They have been re- 
peated and confrmed in a series of experi- 
ments whicti, for more security, involved 
careful and extensive washing of the oo- 
cytes over at  least an 8-hr period in CaMg- 
free OR: supplemented with 10 mill EDTA. 
Percentage maturation recorded under 
these conditions from four different Pleu- 
rodeles femaies was 68.7 f 24.6 (,V = 89) 
instead of the 92.5 r 9.6 ( N  = 100) obtained 
in normal OR2 medium. With four different 
lYenopcts feniales, the score wns 35 r 8.8 (N 
= 121), as cornpaied to 34.8 f 5.1 (N = 140) 
for the controls. 

Maturation also occurred noinially in the 
piesence of 10 in.W EGTA or wheri the 
washing procedure was oiiiittcd. Cytologi- 
cal controls performed on a lot of seven 
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Fic. 4. Ca2+-sensitive electrode records. (A) Change in the resting pote:itid (E,) as recorded fxom a single 
Xenoplcs oocytP stiinulated with progesterone at  tu (I'g-labeled arrow). (B) Simultaneous change in iiiternsl 
Ca2' activity (Ec. - E,) as recorded by the Ca2+-sensitive electrode. The rignt scale rcfers to the rnicromolar 
Ca2+ intemal concentration according to the calibration presented in Fig. 1. C (inset), the increasc i:i the 
external CaZ+ concentration (Ec.  - Eo) recorded from 50 progesterone-stimiilated oocytes (electrode in the 
external medium, 0.3 ml normal OH?). 

2 5 8 11 
H o u r s  

FIC. 5. Progesterone-induced Ca" traiisients as recorded froni a Ca2'-sensitive niicroelrctrode (&---QI or 
25 aequorin-iiijected oocytes takeii froni the sariie Arnbystomc~ (@--O). Mnturatioii ratio was 14/25. Iiiset 
illustr,îteç iiiitial changes iii Cs2* activity as recoided with the clcctrode. liight ortiinnte iiidicatts lig!it inteiisily 
iri nA. Left ordiiiitte refers to Cs" activity clianges as nieasured with !he Ca2'-sensitive electrode. 

Plerirodeles oocytes wllich resutned The  citiclition of EDTA to the CaMg-frêe 
meicsis in 10 cul< EDTA, CabIb-free OR2 externnl tneciiiim does not preverit tiir in- 
demonstratecl, moreovei, the constant pres- ternnl Ca" ssiirge iiidccetl 11y the hor~i lo~i r  
cnce of the fir.;t polar body and of a iioiiiial (Fig. ;).'III fiic~, light einittetl uiidcr these 
second nietap!tusc spiricile (Fig. GA). cotiditions wns liiglier thaii thnt prucliiced 
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FIG. 6. Second metaphase spindes obsemed in Pleurodeles oocytes, which resumed maturation under the 
influence of progesterone in 10 mM EDTA CaMg-free OR.2 (A) or under the influence of Mn2+ ions (B). Phase 
contrast (A) and Nomarski (B). 

O 0  
O 2 5 8 11 14 

Hours 

FIG. 7. Progesterone-induced Ca2' transient as re- 
corded in 20 Ambystoma oocytes injected with ae- 
quorin and suspended in CaMg-free OR2 medium. 
Maturation ratio was 11/20. 

by the controls in normal OR2 medium (0.45 
nA/oocyte instead of 0.2 nA). We found, 
however, that Ca2+ efflux did not take place 
in the absence of external Ca". If aequorin 
was added to the external medium (Chelex 
100-treated CaMg-free ORz), no calcium 
efflux could be detected even when as many 
as 100 Pleurodeles oocytes/:! ml were pres- 

ent, which normdy resumed meiosis after 
progesterone stimulation. Maturation ratio 
was 80/100 + 6/100 GVA (GV at the animal 
pole). This result has been aho confumed 
using the Ca-sensitive electrode. 

Absence of Ca2+ Surge under Conditions 
Where Progesterone Fails to Elicit 
GVBD 
No Ca2+ surge could be recorded either 

from immature Xenopus oocytes, less than 
1 mm in diameter, which do not resume 
meiosis after progesterone addition (7 ex- 
periments), or from the normal-sized but 
progesterone-irresponsive Pleurodeles oo- 
cytes (Vilain, 1978) which are found during 
the resting season, i.e., from May to Sep- 
tember (11 experiments). 

Oocytes of Ambystoma, Pleurodeles, and 
Xenopus which have been injected with 
EGTA (Moreau et al., 1976b) or exposed to 
10 mM theophyiline (O'Connor and Smith, 
1976) or 10 mM procaine (Moreau, unpub- 
lishedj in the external solution do not un- 
dergo GVBD urhen exposed to progester- 
one. We now report that oocytes treated in 
these ways also fail to undergc an increase 
in internal free calcium in response to pro- 



gesterone (7 experirnents with EGTA, 1 
with theophylline, and 5 with procaine). 

Ca2+ Resportses followiizg Minletic Treat- 
rnents 

Many treatments have been found to 
trigger meiosis in Xenopus oocytes. We 
have studied some of these here to see if 
they stimulate an increase in interna1 free 
CaL+ concentration. 

PHMPS. p-Hydroxymercuriphenylsul- 
fonate is known to induce meiosis reinitia- 
tion (Brachet et al., 1973) and to increase 
4%a2+ uptake in Xenopus oocytes (Marot 
et al., 1976). This drug uras uscd at a con- 
centration of 0.1 mM, to stimulate lots of 
25 aequorin-injected oocytes from Xenopus 
(2 experiments), Pleurodeles (5 experi- 
ments), or Ambystoma (5 experiments). In 
each case, this caused two Ca2+ transients. 

- First, a brief light emission occurred during 
the first minute, beginning within 5 sec 
after PHMPS addition in Pleurodeles or 20 
sec in Ambystoma. The second CaL+ tran- 
sient was observed about 2 hr after drug 
addition and lasted for about 3 hr; the light 
emission decreased before GVBD (Fig. 8). 
An additional experiment was performed 
on 25 obelin-injected Anzbystoma oocytes 
which were tarefully washed (8 hr) and 

Frc. 8. PIIXiPS-iriduced Ca" Lriiii.;ieiits ab re- 
cordecl frorii 20 t'lt~irroilclt~s oocytcx irljcïte<l \i.ith nr- 
qucrin. Iiiset illusri.ates itiitiai linlit chri~iges. blatura- 
tiori ratio \vas 13/20. 

O 2 5 8 11 14 
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Frc. 9. PHMPS-induced Ca2+ transients as re- 
corded from Ambyslomn oocytes injected with obeliii 
and suspended in CaMg-free ClII:. Maturation ratio: 
17/25. 

stimulated in CaMg-free ORz. Results in 
Fig. 9 show that both CaL+ surges occurred. 
Ca2' release in these experimencs v a s  of 
the same order as that recorded after hor- 
mone stimulation. Percentages maturation 
obtained with this drug were not very dif- 
ferent from those recorded with progester- 
one (94 k 4.296, N = 130 versus 10056, N = 
125 for Ambystornu; 92 2 G.1%, N = 100 
versus 91.6 +: 5.4%, N = 75 for Pleurodel~s; 
and 42.8 + 9.1%, N = 100 veraus 46.4 +- 
8.1% N = 80 for Xenopus). 

M I Z ~ +  ions. Ten millimolar externai M1i2+ 

can mimic progesternne action in triggering 
meiosis reinitiation in the three species 
studied; this has also been reported by Ro- 
binson (1979), working on Xcnopcrs oocytes. 
Our cytological preparatio~s denionstrated 
that true maturation occiirred, since stim- 
ulated oocytes always extruded a first polar 
body and formed a normal second meta- 
pliase spincile (Fig. GB). Percentages mat- 
uration were 64.2 rt 35 (N = 69) iil ,411~t);~s- 
toma (4 ferilales), 58.3 +I 37 ( N  = 100) in 
Pleurodcles ( 3  fernales), arict 62.3 k 8.6 (A' 
= 167) in S ~ : ~ O ~ I I / S  (6  fernales), as coiil!)n:-td 
to the rcs~~cctive coritrol values of 9,; t 10 
( N  = :SI, 100 (N = 90), and 42.7 i 9.8 (i\' 

= 180). 
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In 13 experiments, each performed with 
25 aequorin-injected oocytes from Pleuro- 
deles (5 experiments), Xenopus (1 experi- 
ments), and Arnbystomn (4  experiments), 
treatment with 10 m\l h4nClz resulted in a 
brief light emission recorded during the first 
minute, which was followed by a second 
flash of loiiger duration occurring 2 hr later 
(Fig. 10). The Mn2+-induced Can' sürge and 
maturation also take place normaUy in 
CaMg-free OR2 medium. 

Valinomycin. Baltus et al. (1977) re- 
ported that the K' ionophore valinomycin 
could trigger meiosis reinitiation in Xeno- 
pus, possibly by affecting ions other than 
Ca2'. It  thus seemed important to us to 
study the effect of this drug on aequorin- 
injectcd oocytes. Workiiig with Ami5ystoma 
oocytes, suspended in OR?, ive found in two 
experiments that this treatrnent resulted in 
a free Ca" surge (Fig. I l )  and brought 
about true maturation in 30% of the oocytes 
(15 over 50). TYo response occurs withoiit 
external Ca2+. 

Carbon dioxide. I t  is now well estab- 
lished that changing intracellular pH (pHi) 
may produce Ca2+ release from internai 
stores (Fabiato and Fabiato, 1978) aiid that 
CO2 is a potent agent in changing pHi 

FIG. 10. MG'-iriiiuccd ~'ü" ci-~~isients as reroi-ii:stl 
froiri 45 PI<,clrocit*ifs oocyte> i ~ i j c*~:<>d  with  aequc~rin. 
Inset shows initial cliuiigcs i i i  lif;iit riiiissioii. Mattira- 
tion ratio: ?8,/.1.',. 
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 FI^. 11. Valinomycin-induced Ca2+ transieiit as re- 
corded from 30 Ambystorna oocytes injected witli ae- 
quorin. Maturation ratio: 7/20. 

(Caldweli, 1958; Aickin and Thomas, 1977; 
Lea and Ashley, 1973). It has been shown, 
moreover, that the increase in light emis- 
sion produced by aequorin-injectcd cells 
under the influence of CO? is not brought 
about by a direct action of either H' or CO2 
on the apparent afinity of the photoprotein 
for Ca2+ (Lea and Ashley, 1978). We there- 
fore exposed two different lots cf 25 ae- 
quorin-itijected oocytes from Ambystomn 
to CO2 for 10 min. CO2 was applicd by 
bubbling into an OR2 rnedium where 
NaHC03 was substituted for NaCl (Robiri- 
son, 1979). 'Twenty minutes after begin- 
ning this treatment, brief flashes of light 
were recorded; these occurred randomly 
throughout the experimeiit. Each flash cor- 
responded to about 4 nA, and these were 
recorded for at least a 26-hr period (Fig. 
12). As already reported by Robinson 
(1979), mciosis \vas, however, Inore difficuit 
to obtain with H COj- than with progester- 
one and the other ininietics. Most treatc4 
oocytes went only to a stage where the 
germinal vesicle was apparent a t  the animal 
pole. Triie m:ituratiotis occurred il; only 
16% of tlie population. 

A great number of treatmt.iits kiavr beeit 
foiind to trigger mcio~is \~lieii ii~~plictf t u  



1 min. 

RG. 12. HCOI--induced Ca" transients as recorded from 25 Ambyslonta oocytes injected with aequorin. 
Maturation ratio: 21/25 GVA + 4/25 tme maturations. 

Xenopus oocytes: among them are CaL+ 
iontophoresis (Moreau et al., 1976a), treat- 
ment with the ionophore A 23 187 (Wasser- 
inan and Masui, 1975), and treatment with 
the  SH reagent PHMPS (Brachet et al., 
1975). It has been proposed that these 
meiosis stiinulating drugs, with the excep- 
tion of the I V  ionopfiore valinomycin (Bal- 
tus et al., 1977), might act by displacing 
Ca" from the membrane (Schorderet-Slat- 
kine et al., 197'7; Baulieu et al., 1978). Re- 
cently, Robinson (1979) reported that Mn2+ 
ions and COs could also reinitiate meiosis 
in Xenopus, although he had no clue as to 
how the mechanism of these agents mny 
act. The major observation reported in the 
present paper is tliat Ca2+ release is one of 
the first consequences of the action of pro- 
gesterone and four of its mimetics. This 
observation on thrce species of amphibians, 
both urodeles and anurans, is very similar 
to our finclings with aequorin-injected star- 
fish oocytes (Guerrier et al., 1978; Moreau 
et ul., 1978a,b) and greatly strengthens the 
hypothesis that Ca2+ release is a trigger for 
meiosis reinitiation. 

Previous atteinpts to use aequorin to 
moiiitor free Ca" chaiiges duiing proges- 
terone- and PHhiPS-incliiced maturation 
in Xenoptrs have fniled to show ariy increase 
iii light output (Rcllé cf O/., 1977). A likely 
explmation of this reçult is that tiiese aii- 

thors made thcii nieasurcmcrits i~siilg siri- 
g!e oocytes, since they were 1in;ible to re- 
move the irijêctioil pipct fiorii their colla- 

genase-prepared oocytes; therefore, light 
levels were probably below the detection 
limit of the monitoring system. Another 
improvement which made Our measure- 
ments possible was the reduction in the 
concentration of EDTA present in the in- 
jection medium from 10 to 1 WW. This pro- 
cedure improved the percentage matiira- 
tion observed in injected oocytes. Even 
when these precautions were taken, the 
buffering capacity of the injected aequorin 
remained noticeable since the percentage 
maturation was usually reduced as com- 
pared to that obtained following injection 
of control buffers. This is particularly sen- 
sible with Ambystoma and Pleurodeles, 
where one can easily see the difference be- 
tween a broken germinal vesicle and one 
which has only migrated toward the animal 
pole; such a decision cannot easily be made 
in Xenopus, wliere cytological controls 
must be systematically perforined. 

In Our experin~ents, we have coinbined 
the advantages of t ~ o  techniqiies: photo- 
protein injection and Cas'-sensitive e!ec- 
trodes. With aequorin and obelin. we could 
detect the early flashes protiuced by MilL' 
and PHR4PS. 'I'hese were too rapid to be 
recorded by the electiode since tlieir dura- 
tion fell bclow the tinie of response of the 
electrode (see Figs. 1, 8, aiicl I O ) .  On tlie 
other hûnd, the electrodc appcnred inoïe 
sensitive to sii~nller Ca2' cltangês i r i  this 
rnüteria!. 'I'liis ;illowcci us to sce tliat i!ie 
prcjgesteronc-inc!cice(l Ca2+ t i.:insicnt bcgiiis 



M O R E ~ U ,  VILAIN, AND GCERHIER CaZ+ Release in .%fero.srs 

as early as 1.5 min after hormone applica- 
tion, i.e., some 15 and 75 min before thzt a 
significant light response could be recorded 
in Xenopi~s oocytes taken froni the albino 
and the wild type, respectively. Also, be- 
cause the electrode method avoids the 
problem of light absorption by the yolky 
cytoplasm, it can be more accurately cali- 
brated. In addition, the electrode, but not 
aequorin, allowed us to determine that Ca" 
efflux occurs only in the presence of exter- 
na1 calcium. 

The Ca" transient precedes MPF for- 
mation (Masui and Markert, 1971). Inter- 
estingly, the level of interna1 free calcium 
begins to decrease prior to GVBD; this 
suggests a renewed sequestering capacity of 
the cytoplasm, possibly necessary for MPF 
action and subsequent microtubules assem- 
bly, as discussed by Masui et al. (1977). 
This might explain why true maturation is 
rarely obtained in response to CO? or when 
high CaL+ concentrations are applied si- 
multaneously with ionophore A 23187 (Bal- 
tus et al., 1977). 

Our results suggest that a free Ca2+ surge 
is a necessary condition for meiosis reinitia- 
tion. The following points support this liy- 
pothesis: (1) Injection of EGTA or EDTA 
inhibited GVBD (Moreau et al., 1976a; Ma- 
sui et al., 1977); (2 )  small oocytes which do 
not respond to progesterone never show a 
Ca2+ transient; (3) between May and Sep- 
tember, full-grown oocytes from Pleuro- 
deles do not undergo ineiosis in response to 
progesterone and aiso fail to produce a Ca2+ 
transient; (4) inhibition of progesterone-iii- 
duced maturation by 10 mll theophylline 
(O'Connor and Smith, 1976) or 10 rmM pro- 

, caine hydrochloride (preseiit paper) is cor- 
related with the absence of a Ca2+ transient; 
and (5) a variety of agents, including tlie 

. K' ionopliore valinoitiycin, bot h initiates 
meiosis and causes a Ca" trarisient. 

At this point, one may ask what is im- 
portant: Ca2* iluses which occur throiigh 
the tnembrane as dcscribed by O'Connor ct  
al. (1977) or a Ca" release frotn intracel- 

lular stores as we have sliown to occur in 
starfish oocytes (Moreau et al., 1978a, b)?  
We favor the second possibility because we 
find that the oocytes of Iïc?nopus, Pleuro- 
deles, and Ambystoma reinitiate true 
meiosis in CaMg-free medium, even wheii 
supplemented with 10 m M  EDTA. These 
results differ from those reported by Marot 
et al. (1976). The reason for this discrep- 
ancy is unclear, since we obtained the same 
positive results on collagenase-treated oo- 
cytes prepared following the exact proce- 
dure they used and whatever the incuba- 
tion medium was (Merriam, Steinberg, or 
OR2). On the other liand, Our observations 
are in good agreement with those of Ecker 
and Smith (1971) and with the finding of 
Masui et al. (1977) that progesterone-in- 
duced maturation can take place in medium 
wliere Cà" and Mg2+ have been replaced 
by Ba2+ or S3+. 

The source of Ca2+ for intracellular re- 
lease is unknown. It is rrither unlikely, how- 
ever, that Ca'+ is liberated througli hinding 
of progesterone to the postulated melano- 
some receptor (Ozon and Beilé, 1973; Car- 
taud and Ozon, 1979), since oocytes of the 
albino mutant of Xenopus, which contain 
no melaiiosomes or premelanosomes 
(Bluemink and I-Ioperskaya, 1975), produce 
the saine progesterone-iiiduced Ca2+ tran- 
sient as in the wild type. 

Ca" Cas been proposed as a second mes- 
senger for a wide range of physiological and 
biochelnical functions (12asmussen and 
Goodman, 1977; Rebhun, 1977; Mretsinger, 
1979; Masui and Clarke, 1979). Specifically, 
CaL+ may act by way of calmociulin, a weil- 
characterized protein fouiici in many cells, 
wliich changes its coriforniation over a 
physiological range of Ca" coriceritratiûns 
(Waisiiian et al., 1978s). Calniodulin may 
activate various eiizFmes iiicl~iding cyclic 
nucleotide phosphodicsterase, acien>.latc 
cgclase, and protein kinases (Cheung e/  (il.. 
1975; Schiilrrinn :iiici Greeiigard, 1978; Yii- 

sama and Yagi, 1978; \V:+isrnaxi ct ci/, 
1978b). Tliat calriiodulin iiiay fuil(%tioii diir- 



ing amphihian maturation is indicated by 
the finding that meiosis can be initiated by 
the injection of Cà"-activated calrnodulins 
in Xenopus oocytes (Malier and Krebs, 
1978). In the course of the preselit work, we 
also found that an 18,000 MW acidic and 
heat-stable protein, prepared from Spha- 
erechinus gruttularis oocytes and which 
comigrated with authentic brain calmodu- 
lin on 5-10% SDS PAGE, triggered meiosis 
reinitiation when injected in Ambystoma 
oocytes, simultaneously with CaZ+ concen- 
trations inefficient by themselves. How cal- 
modulin may in turn effect the initiation of 
meiosis is unknown; c-AMP may or may 
not be involved (Malier and Krebs, 1977; 
O'Connor and Smith, 1979; Mulner et ul., 
1979; Schorderet-Slatkine et al., 1979). At 
this point, it is worth noting that the phos- 
phodiesterase inhibitor theophyiline does 
not seem to block meiosis by changing en- 
dogeneous levels of c-AMP (O'Connor and 
Smith, 1976) but rather by precluding the 
development of the necessary Ci" surge. 
In conclusion, the initiation of meiosis in 
the amphibian oocyte provides an excellent 
mode1 for studying how external stimuli 
may change cell function and control cell 
division through a modulation of the intra- 
cellular ionic environment. 
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PROPIONATE AND CYCLOIiEXIklIDE IIEVERSIBLY 
BLOCK PROCESTERONE INDUCED CALCIUM 
SbXCE IN AMB YSTOltlA IMEX~CANUICI OOCYTES 

JEAN PIERRE \IILAIN*, MARC MOREAU** 
AND PIERRE GUERRIER** 

Clniversité de Lille I 
et Station Biologique, Roscoff, 29211, FRANCE 

The protoprotein aequorin was used in order to monitor CaZ+ transients in conditions whcre 
progesterone induced maturation was rcversibly inhibited. Propionate but riot isethionate Cl-free 
medium inipaired both nieiosis reinitiation and the Cah transient, unless oocytes were returned to 
normal Cl-containing mediuni. Similar resiilts were obtained with the protein syiithesis inhibitor 
cycloheximide. In both cases, the incidencc of germinal vesicle bredkdown (GVBD) and the time 
schedule relating it to the Ca2+ surçe appeared iiot very differcril frorri that fourid [rom control 
oocytes. The evidence suggests that both treatlnents act on the irii~ial step by wliich progesterone 
triggers the intraceliular Ca2+ release needcd for niaturation promoting factor (MPF) elaboration. 
N o  definitive conclusioii can be reachcd howevcr from these experîmciits concerning the need for 
protein synthesis during meiosis reinifiation. 

We found recently, using Ca2+ sensitive electrodes and the photoproteins aequorin and 
obelin that treatment of anuraii and urodele oocytes with progeslerone and some of its minietics 
triggers an eaily Ca2+ transient (16). Wecorisidered this Ca2* transient as an essential step 
for release of the meiotic block since it nevsr occurrcd in progesterone irrespoiisive oocytes or 
in oocytes siinultaneously treated with 10 niM of eitlier tlieophyliine or procaine. III t h ~ s  
work, aequorin-injected oocytes werc used in ordcr to  demonstrate the effec: of two different 
inhibitory trcalments on both meiosis reinitiation and the Ca2+ surçe. The first treatment 
consisted of using Cl-free medium since data from ROBINSON (18) stiggested thnt prosesterone 
might indirectly affect a Ca2+-dependelit chloride permeability of the oocyte. In tliese coiidi- 
tions, we found that propionate but not isethionate-chloride exchange inipaired nieiosis 
reinitiatiori, unless oocytes ivere washed aiid returned to nornial Cl-containing incdiuin. These 
effects were found to coincide with the iiihihition and rccovery of tlie progesterone induccd 
Ca2+ surge. Ideritical results were obtained with the protein sÿnrhesis inhibitor cyclohexii:~ide 
whicfi has been showil to inhibit revelsibly mriosis reinitiatioii botfi in ,!'~~~o.piis (2) and Rrriirr 

oocytes (19). Tliese data strrngthen th? idca tlint Ca2' surge is an important step in ~iieiosis 
reinitiation and tliat most inhibitors act at tliis level, biockiiig ~ h e  ?i.oductioii O C  tlie ii;atui.ritiori 
proinoting factor. 

Fully-growri ooqtes  (1.8 to 2.0 rnrii in dian1ctt.r) nere isoliitcd from e>v:ti'i:in tissues chciseci FI-oiii niaiiirc 

* Univcrsitt! dc Lille 1, BP 36, Viilcncu\c d'Ascq, FK-2NCC. 
** Dr. I'ierre Gucrricr, Stiitiori Uiologiquc, 7911 1 1ZoscoB; FRANCE. 
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Ambysfonrn r~iexicarrurn fen~ales anesthesied with RIS 222 (aminobenzoate niethanesulfonic acid sali, Aldrich). 
Oocytes were released from the folliclcs by manual dissection and allowed to rccover for 8 hr in OR, medium 
(26). This delay enstired the eliinination of occasionally stimulatcd oocytes from the experimental batches. 
Oocytes prcpared in this way and continuously exposed to progesterone ( 1  pg/ml) sliowed 97.5+6.2% matura- 
tion, n =  187. Inciibaiions of control and treaced oocytes were run simultaneously in covered polystyrcnc petri 
dishes (Falcon) ccn~ainiiig 10.0 rnl of OR3. Stock progesterone (Sigma) was prepared up to 1 mg/ml in absolute 
ethanol and used at a concentration of 1 &ml al1 throughout the experiment. Cycloheximide (Sigma) was 
regularly made up fresh in OR, at a stock concentration of 1 mg/ml. The incubation dose ..vas 10 to 20 /!g/ml, 
drug bcing applied 1 Iir before progesterone addition. Cl-free medium were obtained by substituting Na 
isethionate or Na propionate for NaCl (82.5 mM) in the OR. medium. Washing has been performed according 
to S A ~ ~ S O N  and SCHUETZ (19). Aequorin (Sigma, type 1) \vas recovered after filtration tlirough a short coiumn 
containing Sepliadex G 25 coarse which Iias been cquilibrated witli a solution of Na acetate, 10 mM; EDTA, 
1 PM; ptl 6.2. The protein was pressure injected into the oocytes (0.1 jtl by cell) through a micropipet with a 
txvellcd tip 3 x 5 !lm. Light emission was detected witliout a liglit guide. using an EMI 9635 QB or an Hania- 
matsu R 374 phoiomultip!ier opernted at 1100 V. The anode current was measiired witli a current to voltage 
converter having a time constant of 60 ms, displayed on an oscilloscope and recorded on a chart recordcr. 
Germinal vesicle breokdown (GVBD) was determincd at the end of each incubation period, looking at the oocytes 
iinder a dissecting microscope. In Ambysrot?m, it is indeed easy to sec the diffcrence between those oocytes 
wfiich undenvent GVBD and have the black dot representing the 2nd maturation spindle and the ones whose 
germiiial vesiclc has only migratcd touards the animal pole (GVA). Furthermore, oocytes which mat~ircd 
normally werc foiind to activate, extriiding the second polar body and releasing the follicular envelope, when 

, 

stimulated ky a pulse (80 V, 100 ms) applied between two Ag-AgCI plates scparated by 2 cm. Evolution of the 
resiing potelîtials was rccorded by ciassical electrophysiologicaI techniques. Elcctrodes were filled with 3 M 
KCI and Iiad resistances of 15-30 MB. The voltage monitoringelectrode aras connected to a unity-gain amplifier. 
The inditferent r~ferrnce Ag-AgCI clectrode, batliiiig in 3 M KC1, w3s iinked to the medium through an  
agar-bridge in order to avoid jiinction potentials. Data were recorded with a Tektronix oscilloscope and with 
a SeFram pen recordtr. 

From Table 1,  it can be seen that isethionate does not block progesterone-induced matura- 
tion. Moreover, this anion has no effect on the oocyte resting potential which evolves nornially 
after progestcrone stimulation from - 60, - 70 mV to - 20, - 30 mV. By contrast, replacernent 
of al1 or half of the NâCI present in OR, incdiuin by propionate readily inhibited meiosis 
reinitiation as well as the evolution of tlie resting potential. This remained stable after an 
initial hyperpolarization of about 5 niV. Jt is possible that tliis effect depeiids on the fact that 
propionatc is a weak acid, by \\hich the intracellular pH niay be affected (5). Propionate 
inhibition of nieiosis reinitiation is howcvcr reversible since washing the oocytes always allo\ved 
them to resuine true niaturation without additional exposure to progestcrone (Table 1). Clearly, 
this is not an " ~ f f  response" to tlie weak acid since control experirnents performed only with 
propionrite, i i i  abserice of tlie hormone, repeateclly failed lo trisger ineiosis reinitiatioii. 

Essentially idcntical results were obtained witli cycloheximide. This diug, wliicli has no 
significant cfiect on tlic oocyte iesting potcntial, also blocks the depolarization response fol- 
lowing progesteroile adtliiioti, as Iias been alrendy described for Rntlcr (29). Data frcni ?'able 2 
coiifirni riloreover tliat cyclohesiinide is as a potent inhibitor of ineiosis rcinitiation in r i n ~ b j ~ s t o t ~ ~ c ~  
as i t  has bceii pieviotisly described for X'c,~ro/~~l,lr.~ (7 ,  3, 4. 12. 20, 27) and for X L I I I ~ I  (17, 22). Tliey 
also dcmonstr:ited this cffcct to be rcversiblc by simple \v:istiing \vitliout nddiiioniil prosestcroiic 
esposure as pievioiisly slioi\ri for Xoioplis ( 2 )  and foi Raiin (19). Truc ii ial~~râtio~ls ~ e r c  



Tablc 1 .  Enèct of CI-free OR? medium on progesteronc-induced meiosis reinitiation in 
Ambysfonia ~>~a.uicriiirirr~ oocytes. 
- -. . - -. - - - ---- -.- -. -- -- -- - - -- -- ---- -- 

Kesulting Post Treatment Resul t ing First treatment* GVBD Wash** Proges terone GVBD 
-- - 

Progesterone 24/25 
OR, vehicle 0125 no Yes 25/25 
Isethionate 4 
Progesterone 20/70 

Propionatec 0125 ryes Yes lO/lO 
Progesterone L ~ e s  no 15/15 

Progesterone 36/40 
ORZ vehicie 011.5 no Yes 15/15 
Propionate + [O;:: " * 

yes no 2 1/25 
Progestcrone 

[;:s 
no 0/15 
no lO/lO 

Half Propionate '- • 0115 no 01 5 
Progesterone no IOllO - 

* Progesterone (1 ,ttg/ml) added 45 min after placing the oocytes in Cl-free ORs medium. 
** Wash consisted in 3 x 10 ml rinse, then reincubation in 10.0 ml Of<, alone or with pro- 

gesierone. Wasli began at t =- + 14 h. 
*** Experiment with aequorin-injecte oocytes. 

Table 2. Effect of cycloheximide on progesterone-induced iiiaturation in A~rtb~~sfoma tne.ticrnrrttn. 

Expe- First 
riment trealment* 

Resiilting Post Treatment Resulting 

GVBD Wash* Progesterone GVBD ' 

Progcsterone lS/l5 
OR, vehicle 0115 no Yes 1 511 S 

1 Cycloheximide 3 GVA/25** Yes no 16/25 
(10 ;tg/nil) 6 GVA/25*** YeS no 21 125 
f Progesterone [6 GVA/2O Yes no - 18/20 

Progesterone i5liS 
OR, vehicle 0115 no Yes 15/15 

2 Cyclohcsiniide r0/33*** 
Yes no ( 1  5 :!g/nli) 

16/23+ 7 GVA 
?0/15 yes no + Progesterone 10/15+ 3 GVA 

- -- 
Progesterone 15/15 
ORz vchicie OilS no Yes lS/IS 

3 Cyclolicx~niide 
(20 /~gitnl) 2 GVA/ZSf** yes ' no S/15 ; 7 GVA 

4 Progestcrone 
--- 

Progcstcrone 20,'?0 
OR2 veh~cle 0/50 

4 Cyclo!icxirnide 
(10 + inl) II GVX1?5*** yes no 8/25 - 14 GVA . - 

A i>:oyL'st~rone 

* Wasli and incübt~iion coridiiions as for Tnble 1. 
**  G\'h refers 10 pc~rti;illy siitii~ilntcd ooc)tcs slio\\,ii?g only iiiigr:ilion of çci'ininal \.c.sicle 

to\$;!rds thc ariiti:;il pole. .+\fii.r first trc:itiiiciit. t i l t  ntlicrs oocyrcs rcniaiiied iinstiniii!:itcd. 
Afler second ii.c:iirnsrit. 311 ilic i.i.ni:iiriiiig ooc)tcs Iiiivc. iindcrgoiie CiI'BD and sIi~\vccl tlic 
bl:ick dot for 2nd nintiircition spinclle. 

*'* Exprriiiicnt~ \vitIl nec~iii):.in-injciicd oocyics. 
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~rsually obtniixd in  t!icse conditions, except in some experiments wliere a variable percentage of 
oocytes stopperi thcir ey.rolution after the germinal vesicle has reached the animal pole (Table 2). 
In no case did C-VBD obtaiiled from cycloheximide pretieated and washed oocytes occur 
beforc GVBD tsar; observed i i l  untreated paired oocytes from the saine açe stimulated wirh the 
hormone. 011 the contrary, sucli treated oocytes were often found to resume maturation with 
a signifiant dclay, G'JBD occuriiig up to 16 hr after washing instead of the usual 9-10 hr 
observed for control oocytes treated only with progesterone. 

Now, when the same experiments were repeated, usiiig aequorin-injected oocytes, it appeared 
that both propionate (Fig. 1, A) and cycloheximide treatments (Fig. 2, A) virtually abolished 
the Ca2+ surge which normally occurs after progesterone stimulation. Follo\ving the washing 
procedure (wliich was coinpleted in less than 15 min) a second Ca2+ transient developed 
1io;vever (Figs. 1 ,  B and 2, B), which attained the usual value and preceded GVBD by 2 to 
3 hr. In tliose cycloheximide-treated oocytes which showed a significant deiay iii resuniing 
maturation, we found inoreover tliat the CaZ+ surge \ifas greatly delayed as was GRYD. This 
last event occiirred liowe~er at ttic expected time, some 3 hr after peak light emission, i.e. be- 

Hours 

Fig. 1. Effccts o f  propionate Cl-free OR? niedium o n  progesteronc-induced C a 2 +  surge and maturation 
in Anlbysioino i~ir.\icnr:rtt~i oocytes. 

e; - E, Ca2+ ssiirge in pimencc of propionate (A). Propesterone was nddsd zit t - -- 30 niiii !O oocytes 
siispcndcd in propioiinte CI-frsc niediuiu froni t - -45 inin. The oocytes wcre \vashed a t  t - 
i- 13 hr ?O min. 

g---gp, C a ? +  surfie in the sanie \\.;:slied oocytes (13). te---end of tlie iiashing procedure. hkittirnlion 
ratio ucrc  Oil i  tit 13 lir 30 iiiiri  2nd ? l ; 3  [rue GVUD iv i t l i  first polar body at ?Y tir. 

Coriti.01 esperinicnts p~rl 'orined vii acqsiiorin-injccted oocytes innintained iii OR, nicdiurn i i i  ;ibcciice uf 
Iiorinone ;?ciditic\ii rcpcatcdly failcd to show an)  trnnsicnt C a 2 +  surge. 
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Hours 

Fig. 2. Effects of cycloheximide on progesterone-induced CaP+ surge and maturation in .4t11bj1~tonra 
mexicnniim oocytes. 

8-a, Ca" surge in progesterone+cycloheximide (10 pg/ml) treated oocytes (A). Cyclohexiniidc and 
progesterone added at t=  -15 min and +30 min respectively. Oocytes waslied at t - 4-14 hr. 

0 -0 ,  Ca8+ surge in the washed occytes (B). to=eiid of washing procedure. Matiiratioi~ ratio were 
6 GVA/25 at 14 hr and 21/25 GVBD with first polar body at 24 hr. 

tween 9 and 13 hr after washing out the inhibitor instead of the usual 5 to 7 hr period following 
hormone addition, as observed for progesterone-stimulated control oocytes (16). 

The data preseiited liere demonstrate that administration of propionate or cyclohexirnide 
simultaneously with progesterone blocks rneiosis reinitiation in Ambystoma; these treatnlents 
also reduce the Ca2+ surge vihich normally occurs following progesteroiie or minietic stimulation 
(1G). This agrees well with our finding that 10 iiih4 theopliyliine or procaine cornpletely 
abolished both the Ca2+ surge and rneiosis reiiiitiation in Xrnopus and strengthens the view 
that the Ca2+ transieiit constitutcs ail iildispensable early step in the rneiosis reinitiation process. 
Such an assuinption is furtlier suppoitcd by fast thrit both tlie Ca2+ surgc and iiiaturation 
resuine norinally witliout additional progesterone cxposure wheii propionate or cyclolicsiinide 
are washed out of tlie nietliurn. Of course. this suggests cither that progesteroiie has eli-eady hit 
its prirnary targct before wnsliiiig or thnt a suficient anioiint of i t  reriiained trappeci in tlie 
oocyte at tliis sta,oe. This is not uii;ikely siiice S > ~ I T I I  riiid ECKER ( 2 5 )  foiiiid thnt i O 0 ; ,  of the 
steroid rcinaineci bo~iiid tn :lie oocyit. aftcr ni i  extensive tvastiiri_e aiitl siiice progcstçsoiic clid iiot 
appciir to move iapitlly froin its local iiiernbrane-site of :ipplicatioii (73). l n  oiir espcriinerits, 
i t  is worth notirip the dela)fed GVHD \\:c obscrved soinctiincs to occiir aftes ihc unsliing 
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procedure were directly related to an abnormal delay in developineiit of the CaZ+ surge. By 
contrast, this event always niaintained its usual temporal relationships to GVBD. On this 
point, our data are in close agreement ivith those obtained on Rann by SAMSON and S c r i u ~ ~ z  
(19). Both demonstrate that no advance is taken up by the oocyte on its way to maturation 
during the pcriod it is inciibated with cycloheximide. It follows that this drug inurt act quite 
early during the process of ineiosis reinitiation. Siiice the inaxirnal CaZ+ surge seems to 
coincide temporally with the appearance of full MPF activity (27, 1 l), it is not surprising that 
cycloheximide inhibits the burst of protein phosphorylation which, in progesterone-stimulated 
Xenoplcs oocytes, was found to occur just before GVBD (10). 

Tliese new data raise again the problem as to whethcr cycloheximide acts directly by sup- 
pressing the intracellular Ca2+ release as did procaine, theophylline and propionate or directly 
through its well known effect as an inhibitor of proteiii synthesis. Presently, the question is 
fat from clear, altliough it is well documented that protein syi~thesis actuaily increares after 
progesteroiie stimulation and that cycloheximide niay inhibit more than 90% of the protein 
synthesized by the oocyte (1 1). The f?.ct that this inhibition is readily reversible in Amhystonia 
as well as in Xenoplrs (2) and Rana (19) remains quiie puzzling Iiowever. So are the facts that 
few significant differences have been observed iii the pattern of proteins syrithesizecl by treated 
and untreated oocytes before GVBD (1 1 )  and that protein synthesis is also stimulated in non 
maturing oocytes tal.:en fsom HCG injected frogs (1). Fii~nlly it must also be rc~neinbered that, 
in mammals (24) as well as in starfish (7), protein synthesis is not requit-ed for triggering meiosis, 
at  least up the first metaphase. Using hlarthnsterias glncinlis oocytes, we found moreover rhat 

ions emetine, an other protein synthesis inhibitor, did not block maturation at those concentrît' 
which abolished protein synthesis. I t  \vas only effective when higher doses were iised which 
inhibited the intracellular Ca2+ release and the phospliorylation step which normally accornpa- 
nied it (9, 15). 

The hypothesis that cycloheximide may act at the protein syiithesis level cannot be denied 
however on tlie basis of the present experinients. It has been shown indeed that X~~iopzrs 
oocytes, stirnulated by LANTHAXUM (21), by chemical or physical ioiitophoresis (28, 13) or 
tlirough phosphophorylase kinase or protein kinase injection (141, failed to mature in the 
continuous presence of cyclohekimide. Tlie delayed responses we observed soiiietimes il1 the 
develop~ilent of the Ca2+ surge after prolonged cycloheximide treatment and furthcr washing 
also suggest that even this early response may reqiiire the synthesis of an initiator, as first 
proposed by WASSERMAN and MASUI (77). This might eventually be a protcase, silice various 
antiproteascs have becri found to block the pio_ocsterone or ionophorr biit not the hlPF-ii~duced 
maturation (8). Presently, il remains unclear whether MPF-induced rnaturatioii tnay take 
place or 1101 in the cornplete abseilcc of protein syiithesis (6. 23, 27). Clearly, n-iucli work 
reniains to be done on tliis subject before a definitive anslver can be reaclied. 

This work partly supportcd by D. G. 12. S. T. ACC 79.7.07.88. 
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Reiniti3tion of nieiosis lias b e n  triggered iti tsrrro in oocytes of the anouran Xenopus Iïic~vis 

and the urodelcs Pl~.rtrode/eî n.o/r/ii 2nd Ai)rb)~stut>io riiesicarrirrtz by enzymatic, mechanical or manual 
defolliculation, without addition of hormone. %y meaîuring changes in the membrane resistance 
and tiriie constarits. wve also deinonstrate the existcnce of an electrical polarized coupling between 
the oocytc and its follicle and show that progcsterone breaks it ;fcfinitivcly witliin the first two 
hoiirs. Tlicse results nre disctrsscd in relation to niaiiiinalian niaturation. 

Meiosis reinitiation iii amphibiaii and starfish oocytes has been shown to depeiid directly 
upon the release of intracellular Ca2+ under the influence of the natural horrnone and various 
mimetics (4, 18, 19, 26). In the amphibians, it is clearly establislied that follicle cells syiithctizc 
and release progesterone under the influence of pituitary hormones (14, 22). This hormone is 
kiiown to act directly at the ce11 level irl vitro as wcll as irt vivo, and renders oocytes fertilizable 
(8, 30). Although tllis lias been rarely quotcd i i i  the litterature (1), inany authors, worlciiig witli 
Xertopirs oocytes, however, found that spontaneous maturation may also occur foliowing Je- 
folliciilation. This may be why some authors (24, 28) used only oocytes enclosed in a follicle 
to study basic membrane properties and their variations upon progesterone stiniulation. How- 
ever, such sti~dies, when measuring changes in the oocyte membrane resistance, have negiected 
the possible "shunt" effcct that the follicular cells may have intioduced. Recent evidences 
indicate, rnoreover, that typicai gap junctron~ exist betweeii the amphibian oocyte and its follicle 
(16), and they are susceptible to hormone regulation (7). 

In tliis paper, we establish that spotitarieous niaturation actiially occiiss in aiiuran and 
urodelen oocytes followinc erizyriiatic os niechanical dcfolliculatioil. By iiieasuring changes 
in the membrane resistance anil tiine constants, both on free oocytes and iiitact follicles, \ve also 

-- dernoiisirate the existence of a poltirized coupling between the oocyte and its follicle and show 
that progesterone breaks it definitively aî'ter 80 iiiin. 

Sexually n:atkire HCCJ unstilniilstcd .Vc.::v;)ti.\ liiri.ir, Pii.rtr.o~lc.1c.s ti~c~lriii ;iricl ,.t/ii/g \coltr<r ~iiv.ric~arrtr~>~ obtaiiied 
frorn diiTcrcnt stocks wcre rciirccl i i i  RoscotE Fi111 grown oocytcs taken frorn thc obary dissccrcd out of 
thcir folliclcs either ~vith f i r~e  forceps. collngen:ise rrcatment (?O), oi- by stirriiiç thsni i i i  a k a k e r  coarcil on  ils 
interrini sidc \vi:li abrasive j~a-r 0.05 !!ni graiii. Collagenase trcarcd oocytcs (5 lir, Inlg nil, \Voriliiiigto:i), 
wliich wcrc ;illoucd io rcco\er ovcrniçlit at 4 C iii OR: niciliiim (27) ,  mr.c!il;nic;illy deloliiculatsri onc) t es ,  o r  
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intact faflicles werc then submitted to progesterone stimulation (Sigma, 1 (rgiml). Coritrols consisted of 
siniilarly p rep~red  malerial not treated with progesterone. 

Appearance o f  the black dot for the second maturation spindle (Urodeles), cytological controls demon- 
strating t k  presence of an  arrested second mctaphase spindle, and the capacity of the treated oocytcs to becorne 
actimted a-hen siimulated by a pulse (80 V, 700 ms) applied betwcen two Ag-Ag Cl plates were the only critera 
used for  concluding in true maturation. Current-damp rneasurements were performed in a conveniionnal 
manner, using two electrodes (20-30 MG). Permanent records were made with a linear chart recorder and the 
membrane rime constants were analysed with a n  1 1  bits digital transient recorder. Thcse were calculated 
using the  expression Y= V,n(l - E  R: ) Where R is the membrane resistance in ohms, C the membrane capacity 
in farads, Vin the membrane potential at the plateau levels in volts, and r the time in seconds. The time 

constant ghcn in seconds was obtained by plotting Log ( 1  - 

RESULTS 

When we first coinpared the elTects of progesterone or Mn2+ ions (19) on intact follicles 
or denudcd oocytes, we found repeatedly that follicle-free oocytes evolved faster and gave a 
higher percentage of true maturations. The data presented in Table 1 account very well for 
these observations, since they indicate that truc maturations can be triggered by simple de- 
folliculation wliithout addition of any hormone. Such stimuiated oocytes have been found to 
exhibit exactly the same patterns of change in membrane potential and conductance as are 
usually found after addition of progesterone (5, 17, 28, 31). The maturation ratios observed 
were always higher with urodeles tlian with Xe~lopus oocytes. Preliininary results dernofistrate 
however that Pfetrrocleles oocvtes, taken outside of their normal breeding season, neither respond 
to progesterone nor to dcfolliculation. In addition, we wish to stress that collagcnase trigçered 
maturations cannot result from a steroid containination, silice no significant diffesence in 
maturation ratios were observed before or after an extensive dialysis of the enzyme. In each 
case, tlie oocytes presented a riormal second metaphase spindle and could be activated. Almost 
identical iesults (GVBD and 1st polar body extrusion) have been obtained when the follicle 
cells were removed by gentlc abrasion. When applied to ,\'er?op~r oocytes, this method resulted 
in 64% maturation (32 out of 50 oocytes), whereas the medium recovered from the expcsiniental 
vesse1 c d d  never trigger any maturation if assayed on intact follicles. AI1 the contsol ex- 
periments, which were performed in absence of abrasive paper, were fiilly negative, even after a 
36 hr treatment. It thus appears that uncoupling the oocyte-foliicle ceIl juncrion may actually 
trigger meiosis reinitiation. 

Tabk 1 .  Percentage of maturation after defolliculation or addition of M progesierone to 
intact follicles. 

Collagenase hlaniial 
defolliciilation Progestcrone Untreated 

treat ment (1 oocyte/lO ni1 OR1) on folliclc follicles 
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The properties of this junction have beeii further explored using the current claiiip technique. 
Only one componeiit tinie constant could be recorded froiii the defolliculated oocytes, hy- 
perpolarizing and dcpolarizinç currents giving identical values (curve 1, Fig. 1 A). On the 
contrary, oocytcs enclosed in foilicles exhibited two different tiine constants. Both cornponcrits 
(ciirve 1 ,  Fig. 1B) were revealed in the depolarizing conditiotls while only the slow component 
was observed in the I:yperpolarizinç conditions (curve 2, Fig. IB). Table 2 gives mean values 
for these tiine constants and for the membrane resistance in the three species here studied. One 

milliseconds 

Fig. 1. 'rime constants of the membrane of Aiiibystomn oocyte, as measured by currerit clamp in typical 
experiments. A dzfoliiculated oocytes. 0-0 dcpolarizing currents, $ -+ Iiypcrpolarizing currents: , 
B, oocytcs with Solliclc cclis, CJ-: depolarizirig currents, 4--+ hyperpolarizing ciirrcnts; C, clianges 
of the tirne constants, measured by depolarizing currents after the addition of progesterone to follicle 
encloscd oocytes. :;-r! t =C min, (3-6 t = 8 0  min, a-A t = 1 SO min post hormone addition. 

Table 2. hiean values of ilic membrane resistance R and the membrane time constants 7, before 
(a) arid after ninnual (b) or coHiiçcnase (c) defolliculation. 

..- - - - . - - . . . . -. - . - ..- ~ . .  ...- - - . .. . . . . . . ... . . . . - --- .- -- - - 
R in K Y r i n d s  ms 

Anirnals -- 
(a) (b) (c) (a) (b) (c) 

(3 0 )  ( n =  17) (ri = 19) (ri -= 17) (n-12) (n- 6 )  (n-= 8) 
.- -. -. ... -. . .- .. ... -- -~ -. - 

12CI.S:~ 8 ZYLi.O& 9.2 letlial 7.6 1.6 14.3 i 7.6 lethal 
rf~vh.si!>liin 3 . 3 5  1.8 
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can see that defolliculation results i i i  a dramatic increase i i i  tlie membrane resistaiice, with a 
parallel loss of the fast tinie constant cornponent. That component iiiiist therefore represent a 
contributioii from tlie follicle cells, wliereas the slow coinponent probably represeiits the true 
plasma meiiibrane time constant. Working on intact follicles, we found, i~loreover, tliat oocytes 
and follicles bepan to uncouple withiii 20 min after progcsterone addition. ln  Fig. IC, indeed, 
it can be seen tliat the fast component, nieasured at to ( s=7  111s$.3.83, n =  12), is no longer 
present at 80 niinutes, wliile the slow component (7= 12 msk4.19, n=7) persists with no 
significarit variation (T = 10 nisk4.07, n = 15) at 180 iiiin. No furtlier evolution then occured 
up  to germinal vesicle breakdown, indicating that follicle cells are coinplely sloughed off within 
the first 2 hr. 

In this paper, we establish tliat true maturation can occur following defolliculation of the 
amphibian oocyte. No similar data have been reported elsewhere, except for the maminalian 
oocyte. In inainnials, it is indced \\el1 docuniented that reiiiitiation of ineiosis can cccur iri 

idtro. after release of t11c oocytes froin tlieir ovarian follicle into a surtablc medium, witliout 
addition of hormone (6, 10, II, 13, 23). A lot of ultrastructural observations Iiake deinoii- 
strated tlie prescnce of gap-junctions betiveen the oocyte, the cumulus and the granulosa cells 
(2, 3, 12), jui~ctioiis wliicli are Iiornionally con(rolled and usually break do:vii following 
gonadotropin stimulation (9, 15, 21). Siinilar specialized juiictions have been also demoiistrated 
to occur in atnphibizns, between inacro\rilli of the follicle cells and the oocyte plasina incillbraiie 
(7, 16, 29). Oür nieasuremeiits nou dciiionstrate that thcse junctions are also polarized aiid 
hormone regulated. Froni tliese results, one iiiay thus ask if progesteroiie really acts in vivo 

by an otlier \vay thaii by decoupling tlie oocyte-folliclc cells junction. This proposition, lio\ve\/cr, 
must not be taken as a iiegation of the fact that progesteroiie inay directly trigger nieiosis in 
defolliculated oocytes (30). That follicle cells caiiiiot exert a permanent iiegative control upon 
maturation is indeed supporteci by our observation that Pletrrotlc.les oocytes, takeii outside of 
the normal season (25) ,  are no longer able to respond either to progesterone or to dcfolliculation. 
They do not exliibit os well the transient Ca2+ increase whicli normally accoiiipanies maturation 
(19). It is therefore possible tlfat soiiie compouiid inay have inoved froin tlie follicular cells to 
the oocyte via. the gap-junctions and precluded the overall maturatioil process. During the 
normal season, on the coiitrary, a positive mechanisin of control inay bc envisaged, by whicli a 
mechanical, enzymatic or horinonally induced disruplion of the fiiiictional oocyte-rollicle 
couplirig inay lead to the saine intraccllular Ca2+ surge wtiicli is iiormally brought 'ibout by 
the horn-ione or its i~iii:ietics acting on delludcd oocytes. I n  aiiy case, thcse new fiiidings, which 
point to a possible rcdiiiidaiit process, \\arriiiit rtirther re~cnrcli. 

Tliis scscarcli \vas s t ~ ~ y x ~ r t c d  by tllc I>.G.II.S.I. (ACC 7770259 ;ind 7970777). WC \vis11 Io ~11~11ik llr.J.1'. 
Trinkniis foi- cori-ccting tlic Cngiisli vcrsio~i. 
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