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La fécondation, qui implique la reconmnaissance et la fusion des gamétes
méles et femelles, conduit & l'union de leurs noyaux. Un mécanisme régﬁlateur
doit donc intervenir afin que les embryons qui en résultent ne présentent pas
plus de chromosomes gque lesurs parents. Ce mécanisme, qui raméne le nombre de
chromosomes de 2 n & n se situe pendant la période de formation des gamétes
et gst connu sous le nom de méiose. Il comporte deux divisions successives, les
divisions de maturation. Chez les mdles, la mélose se déroule trés rapidement
sans phase d'arrét. Elle sst synchronisée avec la différenciation des sperma-
tozoides. En revanche, chez les femelles, l'accroissement et la différenciation
des ovocytes (vitellogen2se) et la méiose sont deux événements bien séparés.

En fait, les cellules germinales femelles entrent trés précocement en méicse
pendant la vie foetale ou larvaire,et la maturation nucléaire peut atteindre

la prophase de la premiére division de maturation (stade diploténe), bien avant
que la phase d'accroissement des ovocytes ne soit achevées. A ce stade, 1'ovocyte
primaire posséde un trés volumineux noyau, la vésicule germinative (V.G.) gqui
renferme 1'éguivalent en A.D.N. de 4n chromosomes. La synthése d'A.D.N. est
achevée dé&s ce moment : 4 groupes de n chromosomes seront répartis sentre 1'ootide
et les trois globules polaires potentiels. Outre ces phénoménes nucléaires qui
réduisent de moitié le stock diploide de chromosomes et permettent les

échanges de génes, d'autres remaniements concernent & la fois le cytoplasme

gt la membrane des gametes, préparant ainsi 1'ovocyte & la fécondation.

1.1. RELATIONS TEMPORELLES ENTRE LA MATURATION ET LA FECONDATION

Chez de nombreuses espéces, il est bien établi que la fécondation ne peut
se réaliser gu'au cours d'un stade précis de la-maturation pour gu'un dévelop-
pement normal puisse en résulter. Selon JUST (1839), les animaux peuvent étre

regroupés en 4 classes (fig. 1).

Chez certaines espéces, appartenant & la classe I, comme chez les
nématodes Rhabditides et 1'Ascaris, les bivalves Spisula ou Barnea, les
Echiurides Urechis cu Myzostoma, la fécondation a lieu au stade V.G. (ovocyte I).
Elle déclenche & la fois la maturaticn et le développement. Dans la classe II,
une phase de prématuration, incluant la rupture de la V.G., conduit les ovocytes

en métaphase de premiére division méiotique. Les stimuli efficaces sont trés
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Figure 1 : Les relations temporelles entre la maturation 2t la fécondation des
gametes femelles selon les quatre classes d'animaux.

B I = Premier blocage au stade vésicule germinative.
B IT = Second blocage au stade métaphase 1 ou 2.
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variés : changement du milieu extérieur comme chez 1l'annélide Chaetopterus
(LILLIE, 1902), libération d'une ngurchormone comme chez Arenicola (MEIJER,
1979 a, b, 1980), action de protéases spécifiques ainsi qu’il a 6té décrit

chez Sabellaria (PEAUCELLIER, 1877 a). L'Amphioxus,parmi les prochordés, de
méme gque la majorité des vertébrés se rangent dans une 3@éme classe ol la
fécondation n'est possible que lorsque 1'ovocyte atteint la métaphase de la
seconde division de maturation. Cette évolution dépend d'une stimulation
hormonale et les ovocytes demeurent bloqués & ce stade jusqu'’a ce qu'ils soient

fécondés ou activés artificiellement.

Enfin, chez les coelentérés et chez les échinides, la maturation est

achevée avant fécondation (classe IV).

Il faut signaler, pour étre complet, gue certains animaux n'appartiennent
pas strictement & 1l'une des classes. Cela est vrai pour l'annélide déja citée
Sabellaria dont les ovocytes peuvent déjé étre fécondés au stade V.G. et
pour 1’'étoile de mer dont la féccndation monospermique peut intérvenir 2

gquelque stade que ce soit, aprés induction de la rupture de la V.G. par 1'hormone

1.2. LA MATURATION OVOCYTAIRE CHEZ LES AMPHIBIENS.
1.2.1, L'ovocyte

Au terme de leur croissance, les ovocytes d'amphibiens, bloqués en
prophase de méiose, se présentent comme de grosses cellules sphériques envelop-
pées par une couche de cellules folliculaires et une enveloppe vitelline,
traversée par des macrovillosités issues des cellules folliculaires. Ces
macrovillosités &tablissent des jonctions avec la membrane plasmigue ovocytaire
qui est ornée de nombreuses microvillosités. Les relations étroites qui
s'gtablissent ainsi entre 1'ovocyte et ses cellules folliculaires ont &té
étudiées chez Ranc esculenta (WARTENBERG et GUSEK, 1960) Rana pipiens (KEMP,
1956a, KEMP, 139861]) Xenopus laevis, Rana temporaria, Triturus: alpestris,
Ambystoma mexicanum (WARTENBERG, 1962) et Triturus viridescens (HOPE et al.,
1863). Chez le Xénope, BROWNE et al. (197S) ont démontré gue les comolexes

Jonctionnels sont régulés sous 1'action des hormones gonadotropes.



1.2.2. Le systéme de contrdle hormonal de la maturation

Dés 1938, HEILBRUNN et al. ont montré, chez Rana, que les hormones
gonadotropes, secr2tées par 1'hypophyse, agissent sur le follicule ovarien
pour induire la maturation des ovocytes. Ces hormones demeurent inefficaces
lorsqu'elles sont appliquées & des ovocytes défolliculés (MASUI, 1867 ;

SMITH et al., 1968).
Deux hormones pituitaires gonadotropes ont €té isclées chez trois especes

d'Amphibiens : Ambystoma tigrinwm (LICHT et al., 1875), Rana cateisbiana (LICHT
et PAPKOFF, 1974) et Rana pipiens (FARMER et al., 1877). Elles apparaissent
comme les homologues de la "follicle stimulating hormone” (FSH) et de la "luteini-
zing hormone”(LH) des Mammiféres,et:elles déclenchent la production ou la dé-
charge par la cellule folliculaire d’un second médiateur agissant directement

sur l'ovocyte.

1.2.3. Substance inductrice de la maturation

Les ovocytes de Rana pipiens, défolliculés et insensibles aux hormones
gonadotropes peuvent maturer sous l'action de la progestéraone (MASUI, 1867 ;
SCHUETZ, 1967 b 3 SMITH et al., 1868}, Selon ces auteurs, les cellules
folliculaires pourraient secreter une hormone homologue de la progestérone

sous l'action des gonadotropines.

FORTUNE et al. (1975} puis THIBIER-FOUCHET et al. (1878) confirment
1'hypothése de MASUI en démontrant gque 1l'hormone gonadotrope du Xénope et
1’hormone genadotrope~chorionique humaine (HCG) induisent la transformation
intrafolliculaire de la prégrénclone en progestérone. La cyanokétone et
1'éliptine, qui suppriment cette transformation (THIBIER-FOUCHET et al., 1878],
inhibent parallélement la maturation de follicules intacts stimulés par les
gonadotropines. Ces mémes inhibiteurs sont incapables de bloguer les maturations
déclenchées par la progestérone (WRIGHT, 1971 ; SNYDER et SCHUETZ, 1973 ;
FORTUNE et al., 1875), Chez les Urodeles, la maturation e été peu étudiée.
Ainsi, chez Pleurodeles waltlit (BRACHET, 1974) et Nophtotalmus viridescens
{BARSACCHI-PILONE G. et HUMPHRIES, 1975), la progestérone ne permettrait la
reprise de la méIose des ovocytes qu'apres une injection préalable de gonado-
tropines. Cette assertion a cependant &té démentie par VILAIN (1877) gui

a obtenu la maturation de l'ovocyte de Pleurodeles sous l'action de la seule

progestérone.



1.2.4. Site d'action de 1l'hormone

La progestérane se révéle efficece si elle est appliquée a 1'extérieur
des ovocytes : certains auteurs démontrent gu'elle est sans effet aprés
injection dans les ovocytes de Rana pipiens (MASUI et MARKERT, 1971 ; SMITH
et ECKER, 19639, 1971) ou de Xenopus laevis (DRURY et SCHORDERET-SLATKINE,

1875 ; JACOBELLI et al., 1974). Les auteurs précisent gque la progestérone

agit & la surface externe de la membrane. ISHIKAWA et aql.(1977) ont obtenu

la maturation d'ovocytes de Xenopus sous 1'action de desoxycorticostérone
couplée a de 1'agarose. BAULIEU et al.(1978) et GODEAU et al. (1978) ont
utilisé, pour leur part, un stéroide branché sur un polymére de poids molé-
culaire élevé {20.000 daltons). Cette molécule, non perméante, provoque la
maturation des ovocytes de Xenopus et reste dnefficace aprés microinjection
intracellulaire. Toutefois, des résultats récents obtenus apres microinjection
de progestérone en solution huileuse dans les ovocytes de Xenopus (TS0 et al.,
1882) plaident en faveur d'unme action hormonale s'exergant au niveau des

sites membranaires internes.

1.2.5, Traitements mimétiques

Les organomercuriels, parachloromercuribenzoate ou parahydroxymercuri-
phenylsulfonate (BRACHET et al., 1875), et certains agents oxydants des
fonctions SH comme la cystéamine (PAYS et al., 1977) sont capables d’'induire
la maturation de 1l'ovocyte d’Amphibien. Ces agents demeurent inefficaces
lorsqu'ils sont injectés dans les ovocytes (BRACHET et al., 1975 ; PAYS et
al., 1877). La valinomycine , ionophore a K+, provoque la maturation (BALTUS
et al., 1977) et 1l’ionophore A 23187 peut également induire la reprise de la
méiose, & condition gqu’il: soit appliqué dans un milieu enrichi en ions divalents
{WASSERMAN et MASUI, 1875 ; MOREAU et «l., 1978). L'insuline est capable
d'induire la meturation des ovocytes de Xencpus (EL-ETR et al., 1879 ;

WALLACE et MISULOVIN, 13880). Enfin SCHORDERET -SLATKINE et al.(1877) ont obtenu ?
maturation des ovocytes de Xenopus sous l'action d'un grand nombre d'agents \

connus pour mobiliser le calcium. Certains ions, comme M et CO,H (ROBINSON,

1979) seraient aussi aectifs.



1.2.6. Effecteur intracytoplasmique : MPF

Chez les ovocytes de Rana pipiens, MASUI et MARKERT (1971]) décrivent
1'apparition d'un facteur intracytoplasmique qui se révéle capable d'induire
la maturation lorsqu'il est injecté dans des ovocytes récepteurs non stimulés
par l'hormone. Cz MPF {Maturation Promoting Factor) gui présente tous les
caractéres d'un systéme phosphorylant autocatalytigque (DRURY, 1878 ; WU et
GERHART, 1980) a é&té retrouvé tant chez 1'Etoile de mer (KISHIMOTO et KANATANI,
1978) que chez d'autres espéces d’'amphibiens (REYNHOUT et SMITH, 1874 ;
SCHORDERET-SLATKINE et DRURY, 1973 ; WASSERMAN et MASUI, 1875). Tous les
traitements mimétigues connus provoguent &galement l'apparition du MPF qui
précéde toujours la rupture de la vésicule germinative,et s'effectue indépen-
damment de toute transcription du génome ovocytaire (SCHORDERET-SLATKINE et
DRURY, 1873 ; REYNHOUT et SMITH, 1973). Chez les amphibiens, la formation du
MPF est bloguée pér la cycloheximide et nécessite la syntheése d'une protéine
qualifiée d'"initiateur” par WASSERMAN et MASUI (1975). Elle implique également
la phosphorylation de protéines endogénes (MALLER et al., 13877 ; REYNHOUT et
SMITH, 1874 ; WASSERMAN et MASUI, 1875). Les tentatives effectuées jusgu’'a
présent pour purifier le MPF sont restées sans succés. Enfin, il a &té montré
qu'il s*agit 14 d’un facteur universel susceptible de contréler tant 1la
division des cellules somaéiques que celle des cellules germinales (WASSERMAN
et SMITH, 1978 ; SUNKARA et al., 1979 : NELKIN et al., 1980 ; MEIJER et
GUERRIER, 1983 ; SCHATT et al., 1883 ; YONGLAI et al., 1883).

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

Le processus de la maturation débute dés l'instant ol la rupture de la
V.G. se trouve programmée et se termine avec 1l'expulsion des globules polaires.
On a vu que ce processus peut &tre déclenché par des stimuli tres divers et
qu'il peut se dérouler en plusieurs étapes comportant un second blccage soit
en métaphase 1, soit en métaphase 2 (fig. 1), Ce deuxiéme blocage ne peut B&tre

levé que par la fécondation ou 1l'activation.

I1 est vraisemblable que tous les stimuli efficaces (hormone, agonistes

ou mimétiques) agissent par 1'intermédiaire d'un messager commun gui, dans

N

tous les cas, aboutit & la production du MPF et qu’'il est nécessaire



de caractériser. En fait, il a été montré que la formation du MPF gst
indépendante de toute transcription du génome ovocytaire {(GUERRIER et DOREE,
1975 ; KISHIMOTO et al., 1881 ; SCHORDERET-SLATKINE,et DRURY, 1873). De plus,
chez 1'Etoile de mer et contrairement & ce qui se passe chez les amphibiens
(WASSERMAN et MASUI, 1975 a), la maturation s'effectue normalement en absence
de toute synthese protéigue. Dans ce cas précis, on a donc un exemple tout 2a
fait remarquable d'un processus d'activation biologigue contr8lé au niveau
postraductionnel. C'est dire gue la maturation n’a pu &voluer que gréce & la
modification d'éléments préexistants. Un tel effet s'expliguerait aisément
par la mise en route de procsessus d'activation enzymatique susceptibles d’'étre
contrdlés par des changements de 1'environnement ionique intracellulaire. C'est
cette guestion gue nous allons examiner maintenant en effectuant une analyse
aussi compléte gue possible des données de la littérature actuellement a
notre disposition. De 1l’ensemble de ces données, on peut extraire deux types
d’arguments qui plaident en faveur d'un contrdle ionigue de la maturation
ovocytaire. Ce sont :

- la dépendance de la maturation vis-a-vis de la composition ionique
du milieu extracellulaire.

- la mise en évidence de changements significatifs et indispensables

dans les activités ioniques intracellulaires.

1.3.1. Exigences ioniques extracellulaires
Ces exigences concernent tant les ions monovalents que les ions divalents.

1.3.1.1. Ions monovalents

Parmi ces jons, une importance toute particulidre a toujours é&té accordée
& 1l'ion potassium (ECKER et SMITH, 1971). Ces auteurs ont, en effet, été les
premiers & attirer l'attention sur le fait que les ovocytes de Rana pipiens,
en fin d'accroissement, présentent une faible activité protéosynthétique,
celle-cil n’augmentant gu'au cours de la méiose. Le taux meximum de cette
synthése ne serait atteint que pour des concentrations en K+ externe relativemen
élevées. Cette dépendance de la syntheése protéique vis-a-vis de l'environnement
ionigue s'étend sur plus de 18 & 24 heures aprés addition de 1’hormone.

Actuellement, cette relation ne semble plus apparaitre comme aussi
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gtricte et directe gu'on pouvait le penser & l'origine. C'est ainsi que 1les
ovocytes de Xenopus, saisis au stade VI (DUMONT, 1972) et prélevés quatre
Jours aprés une injection de H.C.G. présentent une activité protéosynthétique
glevée comparable & celle d'ovocytes soumis & la progestérone et provenant
d'animaux non traités. Ces ovocytes ne maturent qu'a la condition expresse
qu'ils soient de plus soumis & 1'action de la progestérone (WASSERMAN et al.,

1882).

Lorsgue la synthése protéique est inhibés par la cycloheximide, les
ovocytes maturent s’'il regoivent une injection de cytoplasme contenant
du MPF (WASSERMAN et MASUI, 1975 a ;5 DRURY et SCHORDERET-SLATKINE, 1975).
Récemment, WASSERMAN (1882]) a isolé avec succ®s deux fractions physiologique-
ment et physiquement séparables & partir du cytoplasme d’ovocytes de Xenopus
en cours de maturation : 1l'une stimule la synthése protéique tandis que 1'autre
condult directement & la rupture de la V.G. D'autres expériences réalisées
sur Xenopus par BALTUS et al. (1977) mettent l'accent sur 1'importance
apparente du mouvement des .ions K+ pendant la maturation . Selon ces auteurs
la valinomycine, ionophore Kj
V.G. en absence de K+ externe, condition qui entraine une chute de 40 ¥ du K+
intracellulaire. En outre, les recherches de VITTO et WALLACE (1978),
WALLACE et STEINHARDT (1877) et KOFOID et al. (1878) révélent que l'absence

de K externe ou que la réduction del'influx actif de k" par l'ouabaine

serait capable de provoguer la rupture de la

facilite 1'induction de la maturation par la progestérone. La situation

est loin d'étre claire dans la mesure od un milisu dépourvu de K', retarde
significativement la maturation d’'ovocytes dénudés de Rana piptens alors gue la
strophantidine demeure inefficace (MDRRILL et ZIEGLER, 41880).

La méme indécision concerne les mouvements des ions Na . En effet, si
leur absence accélére bien la rupture de la V.G. chez Rana pipiens (MORRILL
et ZIEGLER, 1880), elle n'a en revanche aucun effet sur la maturation des
ovocytes de Xenopus. Cependant, chez cette derniére espéce, l'amiloride qui
blogque les canaux Na" empécherait la reprise de la méiase (BALTUS et al., 1977i.
D’'autres informations dérivent d’'expériences de mesure de flux réalisées a
1'aide de traceurs radioactifs et effectuées sur des ovocytes débarrassés de
leurs cellules folliculaires. Ces observations démontrent que les flux

passifs et actifs de sodium et de potassium eugmentent trés t4%t, sinon



immédiatement aprés addition de progestérone & des ovocytes de Xenopus laevis
(O'CONNOR et al., 1877). Chez Rana pipiens (ZIEGLER et MORRILL, 1877)

la perméabilité K* disparait pratiguement aprés la rupture de la V.G. . Ces
résultats suggérent gu'une diminution de la concentration interne de K¥,
suivie d'une réduction de la perméabilité sélective aux ions K* pourrait
jouer un réle important dans la reprise de la méiose. Cette hypothése a

paru confirmée par un certain nombre d'observations réalisées sur d'autres
systdmes. Ainsi, chez la souris, la valinomycine retarderait 1'évolution de

la maturation, probablement par la voie d'un accroissement de la concentration
potassigue interne. Chez 1'Etoile de mer, il a été décrit gue le tétraethyl-
ammonium, qui bloque les canaux K+, s'opposerait au déclenchement de la méiose
par la 1-Méthyladénine (1-MeAde) (DOREE et al., 1976). L'analyse des expérien-
ces réalisées & 1'aide de traceurs radicactifs (DCREE, 1881 ; GUERRIER et al.,
1878) révele -cependant l'existence d’'une situation plus complexe dans laguelle
se trouvent associées une stimulation transitoiré de la pompe Na+-K+ et une
augmentation de la perméabilité passive au Na+. Par ailleurs, le dithiothrei-
tol, subtance mimétique de la 1-MeAde, augmente la perméabilité passive

+
aux ions K , ce que l'on n'observe jamais avec 1'hormone naturelle.

D’aprés DOREE (1881) et GUERRIER et al. (18738), l'activation de la
pompe Na+—K+ gt la stimulation de 1'influx de Na+ ne seraient que la conséguence
directe d'une augmentation transitcire de la concentration interne en icns
calcium libres. En ce qui concerne les anions, ROBINSON (1878) a pu enregistrer,
3 l'aide d'une sonde vibrante , des courants externes qui entrent au péle
animal et quittent le pdle végétatif des ovocytes de Xenopus. Il démontre que
ces courants sont transportés par les ions Cl et vraisemblablement régulés

. ++
par les icons Ca .

1.3.1.2. Ions divalents
La rupture de la vésicule germinative nécessite la présence de Cé++
externe chez 1'annélide Chaetopterus (IKEGAMI et al., 1876 ; BRACHET et
DENIS-DONINI, 1977) de mé@me que chez les bivalves Barnea (PASTEELS, 1930,
1938 ; DUBE et GUERRIER, 1382 a) et Spisula (SCHUETZ, 1875b, GUERRIER et al.,
1981). Chez Barnea, les ions Ca++ seuls peuvent déclencher la maturation alors

que, chez 1'annélide Sabellaria, les ionophores A 23187 et X 537 peuvent agir



en absence de ca'’ externe (PEAUCELLIER, 1977). Une situetion analogue
semble prévaloir chez Chaetopterus car de fortes concentrations d'ionophore
sont efficaces méme en absence de Ca = externe (ECKBERG et CARROLL, 1982).

Les ovocytes de 1'étoile de mer Marthasterias glacialis répondent,
pendant une partie de la saison, & un accroissement de la concentration
externe en Ca++ et la reprise de la méiose ainsi obtenue ne peut en aucun
cas é&re attribuées & une éventuells libération d'hormone par les cellules
folliculaires (GUERRIER et al., 1978). Les ions ca™” agissent en effet
directement sur des ovocytes dénudés et méme préactivés par l'ionophore ou
le spermatozoide. Cette réponse au Ca++ externe peut étre inhibée par des
agents gqui bloguent les canaux calciques comme le D 800, 1'Isoptin et le
La®+ (MOREAU et al., 1978 al). En revanche, la maturation déclenchée par
1'hormone se déroule méme en présence de La®™* et en absence compléte de Ca++
et Mg++ externes, bisn que D B00 et Isoptine restent inhibiteurs dans ces
conditions. ROSENBERG et LEE (1981}, signalent en revanche, que la préincu-
bation d'ovocytes de Patiria miniata dans de l'eau de mer dépourvue de ca™’
et Mg++ affecte sévérement 1l'issue du traitement hormonal, ce qui pourrait
s’expliquer par un épuisement des compartiments intracellulaires. Toutes ces
observations conduisent donc & penser que la 1-MeAde pourrait agir en
libérant le Ca++ a partir de compartiments intracellulaires, hypothése qui
a été largement confirmée aprés injection intracellulaire d'une photoprotéine
calcium dépendante : 1'aequorine (MOREAU et al., 1978 al}. Ces quelques

N

données ne suffisent cependant pas & clore la longue liste des arguments

** dans le déclen-

gue 1l'on peut développer en faveur d'un rdle positif du Ca
chement de la maturation. L'utilisation de nombreuses substances connues
pour agir sur la perméabilité calcique ou sur les sites de liaisons du Ca**
devait, en effet, révéler gue le Ca** est Bien le signal effectif de la

maturation chez ces invertébrés marins.

Chez les Amphibiens, la nécessité de la présence de cations divalents,
dans le milieu extérieur, a été signalée pour la premiere fois par MERRIAM
{(1971) et il est vraisemblable que 1'épuisement expérimental des comparti-
ments intracellulaires nuise également dans ce cas au bon déroulement

de la maturation. Actuellement, on reconnailt gue la progestérone et que



10

de nombreuses substances mimétiques peuvent déclencher la maturation méme en
absence de ca’” externe (KNAUBER et ARANCIBIA cités par KOFQID et al., 1978 ;
MASUI et al., 1979 ; MOREAU et al., 1980). Il convient d'ajouter que les
tons Mn*" (ROBINSON, 1879 ; KOFOID et al. 1979 ; MOREAU et al., 1983) et
La®* (SCHORDERET-SLATKINE et al., 1976) qui déplacent les ions Ca = de
leurs sites membranaires permettent également la reprise de la méiose ovocy-
taire chez Xenopus. BAULIEU et al. (1978) et SCHORDERET-SLATKINE et al. (1976)
donnent une liste extensive de composés treés divers quil pourraient déclencher

la méiose en agissant par mobilisation du Ca++.

L'utilisation des traceurs radicactifs éclaire aussi singuli@rement ce
probléme. Ainsi, chez Xenopus, O'CONNOR et al. {1877} observent une lente
augmentation de 1l’accumulation de ca "’ qui décline avant la rupture de la
vésicule germinative, cet effet est inhibé en présence de cycloheximide ou
de théophylline. Ces derniers auteurs montrent, en outre, un efflux rapide
et conséguent de ca™’ paralléle a 1l'efflux de k. Leur conclusion principale
gst gque le traitement hormonal pourrait bien provogquer une augmentation de
la concentration interne en ions Ca’ ' libres. MORRILL et al.  (1980) \
arrivent & la méme conclusion, chez Rana pipiens, ol divers agonistes
comme la progestérone, l'insuline, le D 600 et le La®* engendrent une diminu-
tion de l'accumulation de Ca++ et un accroissement d'efflux pendant les
quinze premiéres minutes. En revanche, 1l'ionophore A 23187 stimulerait & la
fois accumulation et efflux de Ca++. Dans ces conditicns, l'ionophore apparait
s'opposer & la maturation alors qu'’'il se réveéle un inducteur efficace dans
le cas de Xenopus (WASSERMAN et MASUI, 1975a ; MOREAU et al., 1878). Chez
cette méme espeéce, l'injection iontophorétique de Ca++ dans la région
corticale des ovocytes déclenche la maturation (MOREAU et al., 1878)}. On
notera enfin que BALTUS et al., (1977), en augmentant simplement la concen-
tration externe de Ca++ et de Mg++ ont pu déclencher la reprise de la méiose

chez Xenopus, en absence méme de tout traitement par 1'ionophore.

1.3.2. Mobilisation du Ca++ intracellulaire

Alors que, chez les Mollusques, nous avons signelé l'importance d'un
influx de Ca++ lors du déclenchement de la maturation, le cas de 1l'’ovocyte

des Annélides Sabellaria, Chaetopterus et Arenicola qui peuvent maturer en
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milieu dépourvu de Ca++, parle en faveur de l'intervention d'une libération
du Ca++ interne. L'utilisation d'aequorine et de fractions riches en membrane
plasmique a permis de montrer la réalité de ce phénoméne chez Arenticola
(MEIJER, 1980). Une démonstration plus directe de ce phénoméne a été fournie
dans le cas des ovocytes d’étoile de mer. MOREAU et al. (1878) ont injecté
une photoprotéine,l’'aequorine,dans des ovocytes de Marthasterias glacialis.
Qu'il s'agisse d'un groupe d’ovocytes ou d'un ovocyte isolé, les auteurs
observent qu'un flash lumineux dépendant de la concentration se produit
réguliérement moins de 2 secondes aprigs addition de l'hormone. Cette

réponse transitoire ne dure pas plus de 30 secondes et correspond & une
augmentation micromolaire de la concentration interne en Ca++ libre, pour

un seuil hormonal égal & 0,1 uM (MOREAU et GUERRIER, 1878 ; MOREAU et al.,
1378 a).

L!'importance d'une telle réponse calcique lors de la reprise de la
méiocose de 1'étolle de mer est étayée par les observations suivantes :

- seuls les analogues structuraux actifs de la 1-MeAde et ses mimétigues
déclenchent une libération transitoire de Ca++ dépendante de la concentration
(GUERRIER et al.,. 1979 ; MOREAU et al., 1978 b).

- 1'EGTA, qui chélate le Ca’  1ihéré, bloque la réponse lumineuse et la
maturation si on 1l'ajoute avant et pendant le temps d'spparition de la réponse
calcique.

- de nombreux inhibiteurs de la réponse biologigue (D 600, procaine,
téophylline) empéchent la méicse en abaissant la réponse ca’” intracellulaire
au~dessous de la valeur seuil efficace. Ces deux réponses sont restaurées
en augmentant la concentration de 1-MeAde (GUERRIER et al., 1378 ; MOREAU
et al., 1878 al.

Chez les Amphibiens, WASSERMAN et al.(1980), travaillant - sur des
ovocytes individuels de mutant albinmos de Xenopus, ont également décrit une
libération transitoire instantanée de cat? intracellulaire des application
de la progestérone. Nous verrons que nos résultats ne différent de ceux
de WASSERMAN et «l. (1980) que sur le plan cinétique (MOREAU et al., 13880 ;
VILAIN et al., 1980).
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En définitive, l'ensemble de ces données tendrait donc & présenter le Ca++

comme le messager secondaire universel responsable du déclenchement de la matu-
ration, qu'il agisse par 1l'intermédiaire d’un influx comme chez les Mollusques
bivalves ou par l'intermédiaire d'une libération & partir des compartiments

internes comme chez l1'étoile de mer ou les amphibiens.

Un tel changement dans la compartimentation du Ca++ pourrait fort bien
contr8ler les perméabilités ionigues et influer sur l'activité de la pompe
Na+ - K+ ainsi que cela a déja été écrit pour 1l'ovocyte d’'étoile de mer
(DOREE, 1981 ; GUERRIER et al., 1979). Cépendant, il demeure difficile
d'analyser plus avant cette situation lorsqu'on ignore tout des bases ionigues

du potentiel de membrane et de la conductance membranaire des ovocytes.

1.4. CONCLUSION

L'ovocyte des amphibiens constitue un bon modele de celluls-cible réagissant

a un signal hormonal., C'est un systéme particuliérement favorable pour étudier
les mécanismes biochimigues et physiologigues qui contrdlent la reprise ée la
division cellulaire. L'arrét de la maturation & un stade plus ou moins avancé

de la méiose et le redémarrage de celle-ci sous 1'influence de divers stimuli
extérieurs (hormones, mimétiques) représentent déja une situation privilégisge.
Le fait que 1l'impact de ces stimuli se situe au niveau de la membrane plasmique
et qu'il peut en résulter une activation du fonctionnement de divers enzymes

clés (contrdle post- traductionnel) ~ constitue un autre élément d'intérat.

Enfin, nous avons vu gue la reprise de la méiose s'effectue par l'inter-
médiaire d'un facteur intracytoplasmigue universel, le MPF, dont 1’élaboration
pourrait elle-méme répondre & l'action d’un messager secondaire ubigquiste et

qu'il convient de mieux appréhender.

Au cours de cette étude bibliographigue, nous avons passé en revue nombre
de données qui conduisent toutes & penser gue le contrdle hormonal des processus
de la maturation pourrait s’exercer par l'intermédiaire d'un changement des
activités ioniques intracellulaires. Les causes immédiates et la signification
de ces variations gui affectent potentiel et conductance membranaire ne sont

pas encore clarifices.
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L'un des objectifs essentiels de ce travail a été de tenter d'apporter
une réponse & ces gquestions. Il s'inscrit donc pleinement dans l'ensemble des
recherches qui ont été menées dans ce domaine. Son originalité principale
repose dans la stratégie que nous avons adoptée et qui a consisté :

- A étendre l'analyse du processus de maturation au cas des Amphibiens
Urodéles, longtemps négligés et qui, comme les Anoures, répondent & la proges-
térone pendant une partie au moins de 1'année (VILAIN, 12877) et se retrouvent
également blogués en métaphase de deuxiéme division de maturation.

- A tenter de mieux comprendre les mécanismes par lesguels le signal
hormonal peut entrainer un changement des propriétés électrigues membranaires
et des activités intracytoplasmigues.

- A rechercher enfin des arguments expérimentaux objectifs, suscep-
tibles d'asseoir notre hypothése principale selon laguelle 1'ion Ca*”
pourrait intervenir dans le déclenchement de la méiose et contrdler les divers

mouvements ionigues qui 1l'’accompagnent.

Il va de soi que l'orientation de ce programme s'est trouvé infléchie en

fonction de 1'évolution des techniques et de 1'état d'avancement de la guestion.



CHAPITRE 2

MATERIELS ET METHODES
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CHAPITRE 2

MATERIELS ET METHODES

2.1. METHODES GENERALES
2.1.1. Préparation des ovocytes

Des femelles matures de Xenopus laevis, Pleurodeleswaltlii et Ambystoma
mexicanum, provenant de diverses sources, ont &té maintenues en élevage tant &
Lille qu'a Roscoff. Elles ne subissent aucun traitement préalable par les
hormones hypophysaires. Contrairement & ce gue laisseit entendre un certain
nombre de publications antérieures (BRACHET et al., 1870 ; BRACHET, 1374,
BARSACCHI, PILONE et HUMPHRIES, 1975), ce traitement se révéle

toujours inutile méme dans le cas des amphibiens urodéles (VILAIN, 1877].

Apr2s anesthésie des animaux au MS 222 (Tricaine méthane sul-
fonate, Sandoz), un fragment d’'ovaire est prelevé dans la cavité abdominale.
Les follicules, préparés par dissection manuelle, sont placés pour équilibra-
tion dans les milieux physiologiques choisis pendant 6 & 12 heures, & la
température de 13-14°C. Ce délai permet 1'élimination des follicules 1ésés ou
éventuellement stimulés par le traitement mécanique. Il favorise également
1'obtention d'une population hcomogéne de cellules qui se trouvent placées dans
un milieu parfaitement défini aprés équilibration des compartiments ionigues

qui entourent l'ovocyte (espace sous-folliculaire, milieu externel.

La majorité des expériences réalisées a porté sur des follicules
entiers. Certeines expériences spécifigues ont nécessité une défolliculation
préalable des ovocytes. Pour ce faire, trols procédés ont été utilisés

- dissection manuelle & l'aide de pinces fines.

- agitation mécanique rotatoire dans un bécher dont la parol interne
était revétue de pabier abrasif & grains trés fins (0.05 um),

- traitement enzymatique & la collagénase (Worthington, 5 h, 1 mg/ml].

Ce traitement est suivi d'une période de récupération & 4°C (12 h environ].
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2.1.2. Milieux physiologiques
Quatre milieux physiologiques de base ont été utilisés, dont les

compositions ionigques sont les suivantes

Solution de Steinberg
NaCl 58 mM ; KC1 0,87 mM ; Ca (NO3)p 0,33 mM ; MgSQy 0,82 mM.

- Solution de Merriam (MERRIAM, 1871 a).
NaCl 88 mM ; KC1 1™ ; Ca (N03]2 0,33 mM Mg804 0,82 mM ;
CaC12 0,41 mM.

Solution de Ringer :

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

Solution ORy de WALLACE (WALLACE et al., %973)
NaCl 82,5mM ; KC1 2,5mM ; CaCl, 1mM ; MgCl, 1 mM
NapHPO, 1 mM.

~e

Le pH de ces solutions est ajusté & 7.4 -7,6 & 1l'aide du tampon

Hepes/NalOH.

Pour la maturation, le milieu DR2 nous a toujours fourni les meilleurs
résultats. Par ailleurs, diverses solutions de composition ionique modifieée
ont été préparées afin d'étudier les propriétés de perméabilité de la membrane
ovocytaire.

- Les solutions hyperpotassiques résultent de 1'apport d'ions K* sous la
forme de K;304. La concentration potassique externe (K¥) est réduite en deca
de la valeur normale du milieu de référence en diminuant la concentration de
KC1.

- Les milieux hyposodiques résultent de la diminution de la concentration de
NaCl, (Cl—]e étant maintenue constante par apport de chlorure de choline.

- Les ions Cl™ ont été remplacés par du propionate ou de l'isethionate

de Na.

- Sur les milieux sans Ca** et sans Mg**, nous avons ajouté soit de l'acide
gthyléne diamine tétra-acétigue (EDTA)} gqui complexe les ions ca** et Mg*t,
soit de 1'acide éthyléne glycol bis (amino-ethyl-ether) -N-N'-tétra acétique

(EGTA) qui complexe les ions Ca**.
2.1.3, Méthodes d'observation

Qutre l'chservation vitale qui est particuliérement efficace dans le
cas des amphibiens urodéles, nous avons eu recours aux technigues cytologiques

pour la mise en évidence des figures de division et aux technigues cytochi-

-

migues pour 1’évolution du glycogeéne. Les observations ont été effectuées en

microscopie photonique et 2lectraonique.



Planche I

Figure 4 et

Les principales étapes de la maturation de l'ovocyte
de Pleurodéle.

B : Ovocytes témoins n'ayant subi aucun traitement
hormonal. pa : pdle animal ; pv : pdle végétatif ;
ef : cellules folliculaires, vg : vésicule germina-

tive, vi : vitellus (X 15 ; X 170).

Figures C et D : Migration de la vésicule germinative au pdle

animal aprés trattement des ovocytes d la progesté-
rone. Ovocytes au stade VG. En migrant, la vésticule
germinative (vg) latsse derriére elle une trainée

.de cytoplasme dépourvu de vitellus (fléche)

(X 15 ; X 170).

Figures E et F : Ovocytes aprés lLa rupture de L'enveloppe nuclé-

atre. Apparition de la tdche de maturation (tm) et
formation du fuseau métaphasique (f) de la deuxiéme
division méitotique. Les chromosomes (chr) sont bien
individualisds. L'une des pointes du fuseau vient
affleurer la surface membranaire. (X 15 ; X 800).
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2.1.3.1. Microscopie photonigque

Ovocytes témoins et ovocytes stimulés ont été fixés dans le Bouin
Hollande foutes les heures pendant une périocde de 24 heures. Les piéces sont
ensuite incluses dans le paraplaste aprés passage dans une solution de colloi-

dine diluée & 1 % dans le benzoate de méthyl.

lLes ovocytes sont débités en coupes sériées de 7 um, colorées par le

rouge nucléaire associée au picro-indigocarmin.

2.1.3.2, Microscopie électronique
Les oveocytes sont fixés au glutaréldéhydé 2,5 % dans du tampon phds—.

phate 0,05 M, pH = 7,4 pendant 24 heures. Avant le passage dans la solution de
lavage, les deux hémisphéres animal et végétatif sont séparés. Les ovocytes
subissent une post fixation de 3 h. au tetroxyde d'osmium & 1 % dans le tampon
phosphate. L'exposition des pi&ces & l'acétate d'uranyle 1 % dans l'alcool 70°
est effectuée en cours de déshydratation. Aprés inclusion dans 1'épon, les
coupes sont réalisées & l'ultramicrotome REICHERT OMUZ, puis ramassées sur des
grilles & membrane (parlodion en solution 0,4 % dans 1l'acétate d'isocamyle). Elle:
sont contrastées par le citrate de plomb selon la technique de REYNOLOS (1963)
précédée d'un passage dans 1'acétate d'uranyle en solution alcooligue. Les

grilles ont 6té examinées sur un microscope électronique JETCLJEM 120.

2.1.4., Etude de la maturation

~

Follicules ou ovocytes isolés ont &té soumis en continu & l'action de
la progestérone (1 pg/ml, SIGMA) ou de divers agents mimétiques. Les incubations

ont en général été réalisées & la température ambiante.

La maturation est un processus relativement lent qui comprend la
migration de la vésicule germinative vers le p8le animal et sa rupture,
1'émission du premier globule polaire et la formation du fuseau de deuxiéme

division de maturation gui reste blogué en métaphase (Planche I).

Chez les Urodéles, il est tras facile de suilvre, sous une loupe
binoculaire, les diverses étapes de la maturation. La planche I fig. A
présente un ovocyte de Pleurodéle en fin de creissance dont ls diamétre est

infarieur & 1,5 mm. Pendant les premiéres heures d'incubation hormonale,



Planche II

Vue d'ensemble d'un ovocyte de Pleurodéle au

terme de sa croissance. Coupe réalisée aqu pdle

animal.

L'enveloppe vitelline (ev) est traversée par les
microvillosités (mv) de l'ovocyte (ov), ainsi que
par les macrovillosités (ma) qui sont les prolonge-
ments cellulatres des cellules folliculaires (cf).
Le cytoplasme contient des mélanosomes (ml), des
plaquettes vitellines (vi), des vésicules lipidique:
(1), des mitochondries (m) concentrées en grande
partie dans la zone corticale du cytoplasme, et des
lamelles annelées (la). (X 8000).






AN
¥ ;&"f’. H

g s
‘\'\vw."f

Planche III :

Morphologie de la surface ovocytaire et du cyto-

plasme cortical (pdle animal) aprés la rupture
de l'enveloppe de la vésicule germinagtive
(12 heures d'incubation hormonale).

La membrane plasmique (pm) ne présente plus de
véritables microvillostités.

Le cytoplasme cortical dépourvu d'organites cyto-
plasmiques est envahi par des masses considérables
de vésicules (ve, étoile) de différente taille.

Le glycogéne (gl) cytoplasmique forme des petits
groupes compacts ; un-granule dense (gd) situé
prés du plasmalemme peut €tre observé A4 ce stade.
(X 42000).
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aucun changement morphologique apparent ne se produit; aprés 5 & 6. heures,

les vésicules germinatives intactas‘migrent au pble animal oG elles

affléurent sous la membrane plasmigue. Elles dessinent superficiellement

une téche circulaire et trénslucide. Ce stade vésicule germinative animale
{V.B.A.) est représenté Planche I fig. C. La tache se réduit entre 9 et 12
heures puis disparailt pour faire place & une zone claire au centre de laquelle
on observe un point sombre (Pl.I, fig. E). Cet ensemble correspond & ce qui
est communément appelé la tache de maturation. On distingue assez aisément

le premier globule polaire sombre au centre de la tache claire et un second
point noir décentré qui correspond & l'attache du fuseau de 2éme division

de maturation. Dans le méme temps, les cellules folliculaires se détachent

de 1'ovocyte et la pigmentation se modifie : elle devient foncée et granuleuse

dans 1l'hémisphére animal.

Au niveau de résclution ultrastructural, 1l'ovocyte de Pleurodele,
comme celui de tous les amphibiens est entouré par une couronne continue de
cellules folliculaires et par une enveloppe vitelline structurée (Pl II).
Celle-ci est traversée par les macrovillosités de cellules folliculaires qui
établissent des jonctions avec la membrane plasmigue de 1l'ovocyte. La surface
cellulaire est ornée de nombreuses microvillosités et le cortex forme une mince
bande cytoplasmique dans laquelle abondent des mitochondries, des mélanosomes
localisés dans 1'hémisphére animal et des plages clairsemées de glycogane.
L'ovocyte est envahi par un vitellus extrémement riche dans lequel on observe
parfols des lamelles annelées. Aprés stimulation hormonale, on assistel |
& une réduction progressive des microvillosités : la surface tend & se
réduire (P1.II1).Simultanément, le glycogeéne s'accumule au pdle animal
puis 1l est expulsé dans l'espace périvitellin. Nous avons montré que ce
phénoméne ne présente pas un caractére geénéral (TAGHY et VILAIN, en prépa-
ration) puisqu’il est absent chez Xenopus et beaucoup moins développé dans

le cas d'Ambystoma.

2.1.5. Critéres de la maturation

Nous avons vu gue la simple observation morphologique permet de
suivre aisément la maturation de l'ovocyte des Urodeles. Il n'en va pas de méme

chez Xenopus ol la rupture de la vésicule germinative survient pendant le cours
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méme de sa migration. Au bout de 5 & 6 heures, on observe encore, dans ce cas,
une tache de maturation. Cependant, ce seul signe extérisur ne peut constituer
3 lui seul, un critére objectif du succeés de la meturation. Une évolution
anormale des ovocytes, appelée "pseudomaturation” peut, en effet, reproduire
cet aspect en l'absence méme de toute formation d'un fuseau méiotigue

STEINERT et al., 1874). Dans ces conditions, les contréles cytologigues
s'avérent particulierement nécessaires. Cependant, il existe une autre
technigue rapide et sdre qui permet de conclure au succes de la maturation.
Cette technigue, gue nous avons systématiquement utilisée, consiste a

stimuler 1'ovocyte par un courant (80 V, 200 ms) appligué entre deux
electrodes Ag.AgCl. Ce traitement provoque 1’'activation des oeufs matureés
(émission du deuxieéeme globule polaire, apparition du croissant gris, pseudo-
segmentation). Chez Xenopus, on observe, en outre, 1'élévation de la membrane -
de fécondation, phénomene qui ne s'cbserve pas chez les Urodéles qui sont

dépourvus de granules corticaux et ne présentent pas de réaction corticale.

2.2. METHODES ELECTROPHYSIOLOGIQUES
2.2.1. Mesure des potentiels

Le potentiel de membrane est mesuré entre une électrode de référence
AgAgCl, et une micropipette remplie de KC1 3 M, dont la résistance =st comprise
entre 15 et 40 MQ.

Un amplificateur WPI M707, possédant une impédance d'entrée de 10t2q,
et un courant de fuite ¢ 5 pA , permet la liaison entre la microélectrode et
les systémes d'enregistrement (oscilloscope, enregistreur Servotrace Sefram
ou Gould).

La pénétration de la microélectrode est facilitée lorsque nous
faisons varier la compensation de capacité dans le circuit de"feed back"de

1'amplificateur.

2.2.2. Mesure des différents paramétres membranaires

La mesure des différents paramétres membranaires peut se faire

» en imposant un courant I & travers la membrane dans des conditions



Figure 2 : Principe de la mesure en courant tmposé (current clamp).

Er : potentiel de repos ; Rm : résistance membranaire ;

Cm : Capacité membranaire ; Em : potentiel de membrane ;
I : Courant constant.

Ic i

Im

e C

Figure 3 : Principe de la mesure en potentiel imposé (voltage—clamp).

Im : courant membranaire total ;
o Ic : courant capacitif ;
ans Y Iz : courant tonique
Jgi) E  : potentiel imposé ;
= Er : potentiel de repos.



Interieur

R"’é: Em
——Cm

exterieur

Figure 4 : Schéma électrique simplifié de la membrane plasmique.

fim : Résistance membranaire
Cm : Capacité membranaire
Er : fem due aux ions

Em : potentiel de membrane

3\
\
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de densité de courant uniforme et en mesurant la d.d.p. aux bornes de la
membrane. Le schéma de principe est représenté sur la fig. 2. Cetta mesure
s'appelle mesure en courant imposé (current clamp).

. en imposant un potentiel constant E aux bornes de la membrane et
en enregistrant le courant Im correspondant. La fig. 3 représente le schéma

de principe. C'est la mesure en potentiel imposé (voltage clamp).

2.2.2.1. Mesures en courant imposé
I1 est facile d'utiliser des modéles physiques pour décrire les
propriétés membranaires des cellules. En général, une cellule se comporte
(en partie tout au moins) comme un circuit RC, lorsqu'on la soumet & un

courant I (Fig. 4).

Si un courant I (t) est appliqué au circuit de la fig. 2, il va

se partager en deux composantes Ir dans la résistance, Ic dans la capacité.

I (t) =1Ir + Ic
la loi d'Ohm nous permet d'écrire

1 .
Ir = —— (Ep - &) (1)

la charge de la capacité est donnée par

g = Cy Ep (2)

soit en fonction du temps

dg - d
T T (Cm Em] (3)

%% correspond & une quantité d’'électricité par unité de temps, c’est la
définition d'un courant.

dg . . _ d Em

It IC Cm e (4)
en combinant (1 )] et (3), nous pouvons calculer I (t) :

d Em
dt

Le courant de stimulation est nul au temps t = 0 et possede une amplitude

(5)

I(t) = §% (Em-Ep) + Cpy

constante jusqu'a la fin de 1'impulsion. L’'équation (5) se simplifie donc

;

de la maniére suivante : . R
yors
'\""<m.~ N
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Em - tr = iRm ( 1 - e—t/RmCm)

si nous posons T = RmCm

Em - Ep = 1Ry (1 -8 "
)

Em - Ep réprésente le déplacement du potentiel lors d'une stimulation, et la

)

valeur finale de cette dépolarisation est iRm. La constante de temps détermine

la vitesse de variation de g apreés le stimulus. Par exemple lorsque t = 7T

Em - Er = 1 Ry (1 - e”1) = 0,832 iRm
A la fin de 1l'impulgion 1l'équation de la phase descendante de la variation de

potentiel sera :

Em - Epr = 1 Rp® ~t/T

2.2.2.1.1. Application
La méthode classique pour mesurer la résistance d’'une cellule consiste
a3 appliquer un courant i de valeur déterminée pendant un temps suffisamment

long pour que le changement de potentiel ait atteint son maximum.

Dans ces conditions Rm peut étre déduit de 1'équation
. Em - Ep
Rm T
et la constante de temps est mesurée par le temps At mis par €, - E, pour

atteindre 63 % de i Rp. La capacité est déduite de la mesure T/Rp.

2.2.2.1.2, Systéme & plusieurns constantes de temps
Une méthode simple de détermination consiste & utiliser une représen-

~

tation graphique & partir de 1'équation

Em - Er = i Rm (1 - e t/IRC)
posons
Em - Ev = AE ]
] AE = Vmax (1 - e t/EIRCy
i Rm = Vmax)
AE - Vmax 5 AE t
—_— = - g P/ERC ou Log (1 - ] = - —
Vmax Vmax LRC
Cette derniére équation est celle d’'un ensemble d2 vecteurs ayant pour coeffi-
1 1 1
cient directeur : _ . .
RiCp '/ RpCo ! RC

n-n



hyperpolarisation

Figure 5 :

Q
Vi - 10

7 - L20

Relation voltage—courant d'un oceuf fécondé insegmenté de
Pleurodele.

Les tracés en haut a4 gauche représentent les variations de
potentiel obtenues lors de L'application de différents
échelons de courant A travers la membrane cellulaire.

Sur le graphique, les variations de potentiel (AV) sont
portées en ordonnée et les courants (I) en abscisse.
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-

La pente des vecteurs sera l'inverse des constantes de temps du systéme.

2.2.2.1.3. Relation voltage-cowwant
Un modele physiques n'est qu'une premiére approximation de la membrane
au repos, car Ry n'est pas constant, mais varie avec le potentiel de membrane.
Cette propriété est appelée rectification. Le tracé de la fig. 5 est
construit en portant le courant appliqué & la cellule en abscisse et les
variations de potentiel en ordonnée.
Em - Ep AE

Rm peut 8tre déduit : ¥ = =

Pour des dépolarisations supérieures ou inférieures & "n” mV, nous voyons gue
AE/i varie. En premiére approximation, nous calculerons donc Ry au vcisinage

du potentiel de repos ou Rm ne semble pas varier.

La plupart des cellules excitables présentent des rectifications dans
certaines régions de potentiel. Par exemple, pour 1l'axocne de calmar Ry est
constant et grand en hyperpolarisation, alers que pour des stimuli dépolarisantcs
Ry est petit (HODGKIN et al., 1852). Ceci est dd & une augmentation de la

conductance potassique en dépolarisation.

Au contraire, dans le muscle sqguelettigue, la Rm augmente en
depolarisation (ADRIAN et FREYGANG, 1962). Cette propriété est appelée
rectification anormale. On 1l'observe aussi sur la fibre cardiaque (NOBLE,
1965) . Dans ces modeles, c'est la conductance potassique gqui augmente en
hyperpolarisation,

2.2.2.1.4. Kéaﬁiéation pratique des meswres en cowrant
Amposé

Dans les expériences de courant imposé, nous avons utilisé deux
pipettes remplies de KCl, une pour la mesuré de la variation de potentiel,
1’autre pour 1’injection du courant. La.résistance de ces électrodes est de
20-40 MR. L'ovocyte est considéré comme une sphére et les électrodes forment
entre elles un angle de 60°, afin d'obtenir une uniformité spatisle de la
distribution du courant (EISENBERG et ENGEL, 1870). Les stimulations sont
délivrées par un générateur de créneaux Tektronix TM 500, le courant étant
maintenu constant dans le circuit de stimuletion gréce & une résistance de
forte valeur (200 é 500 M2). La valeur du courant imposé est lue aux.bornes

d'une résistance de 100 kQ (Fig, 6).
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Figure 6 : Schéma global du montage électrique utilisé pour les mesures
des paramétres membranaires, des ovocytes d'Amphibien, en

NS
®

courant itmposé.




Ic

Figure 7 :

R1 R2

Rm

Vm

m

L

Principe de l'asservissement électronique permettant
d'imposer un potentiel de part et d'autre de la

membrane.

R, : résistance de la microélectrode de courant
R, : résistance de la microélectrode de potentiel
A : amplificateur opérationnel d grand gain

Rm : résistance membranaire

Cm : capacité membranaire

Em : fem due aux ions

E : potentiel imposé

Vm : potentiel de membrane

Ic : courant capacitif

I : courant itonique

Im : courant membranaire
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2.2.2.2. Potentiel imposé
Cette méthode est incontestablement supérieure & celle du courant
imposé,,; car elle permet de s'affranchir du courant dd & la capacité Cp et du
potentiel d'action observé dans les cellules excitables, Sur la fig. 3, E
est un générateur de tension constante de résistance interne nulle et de f.e;m. E
Im = courant membranaire global
I. = courant capacitif dd a Cq

Ii = courant iconique global

Im=1I.+1I;=Cnp

c
. dE -
Si E est constant, T 0

2.2.2.2.1. Assenvissement du potentiel
La résistance interne d'un générateur n'est jamais nulle. En effet,
le potentiel délivré par la microélaectrode a une impédance de 10 & 100 MQ
selon les expériences.
COLE (1949) et MARMONT (1948) ont pensé utiliser un principe d'asser-
vissement en contre réaction (Fig. 7). »
A est un amplificateur différentiel de gain A, sa tension de sortie

Us est appliquée & la microelectrode Rq. Le générateur de tension E est connecté
& 1l'entrée positive A, et l'’entrée négative A & la microélectrode R,.

Ce montage va donc permettre de comparer Vm & la tension de réference

E délivrée par le générateur.

Si Vm est le potentiel de membrane, on peut écrire, dans la mesure
ol les impédances d’entrée de A sont grandes vis-<a-vis de R2 et de la résis-

tance interne du générateur E

U, = A (E - vVm)
s
Or, on sait gque Us = ImRq + Vm

A E RqIm

d’'o0 VM = —— -
A+ 1- A+ 1

Dans ces conditions, on appligue aux bornes de la membrane une f.e.m. AE

de résistance interne Ry A
A+ 1 2
Si A est trés grand (souvent de l'ordre de 20 000 & 300 000} le rapport 1
A+ 1
devient petit donc négligeable par rapport @ Rm et AE est 2 E.
A+ 1

Gri3ce & ce montage en contre réaction (feed-back]), on s’approche du

cas idéal proposé sur la fig. 3 . Il convient seulement d'utiliser un

=

amplificateur a grand gain.



Fiyure 8

I mesure directe

—MA— 36MQ

10 KQY _—

: Schéma global du montage électrique utilisé pour les

mesures en potentiel imposé (voltage—-clamp) dans
l'ovocyte d'Amphibien.
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2.2.2.2.7. Réalisation pratique

Deux électrodes sont nécessaires pour imposer un potentiel. L’angle
de 60° entre les deux électrodes utilisé lors des expériences ds courant
imposé est conservé lors des mesures faites en potentiel imposé.

Dans les oeufs d'amphibiens, la vitesse d'établissement du potentiel
est lente en raison de la capacité de la cellule et de la faible résistance
de la membrane. Dans ces conditions, pour pouvaoir "clamper” de maniére
satisfaisante 1'ovocyte, nous devons utiliser un amplificateur permettant
des réponses rapides en sortie lors d'une variation de tension & l'entrée de
méme qu'une grande excursion de tension en sortie (ici *+ 80 V). Nous avons
utilisé deux types d'amplificateurs AM 501 de Tektronix, ou 1020 de Teledyne
Philbrick). Ces amplificateurs permettent de passer de - 50 mV & + 100 mv en
50 millisecondes.

Les variations de courant sont lues aux bornes d'un convertisseur
courant tension, aprés inversion du signal, ou aux bornes d'une résistance

de 100 k@ (Fig. 8).

2.2.3. Electrodes spécifiques et mesure des activités ioniques intracellu-
laires.
Les électrodes spécifiques K+ ou Ca++ sont & membrane liguide.
L'échangeur d'ions est du type 477 317 de Corning, et 1l'ionophore ca™” rous
a été fourni par le professeur W.SIMONS (Zurich), Il est composé du mélange
suivant : 10 % de ligand neutre : N,N'-di (11-ethoxycarbonyl) undecyl - N,
N', 4,5-tetramethyl - 3,8 -dioxoactane-1, B8-dicamide (ETH 1001} et 1 % de
sodium tetraphenyl borate (NaBH4J dans du {(0-nitrophenyl) octylether (0-NPOE)
utilisé comme solvant (OEHME et al., 1976).

2.2.3.1. Fabrication des électrodes

La méthode utilisée dérive de celle proposée par WALKER (1871).
L'échangeur d'ion est dissous dans un solvant non miscible & 1'eau. En
général, la surface du verre est hydrophile et 1'eau risquerait de s'accumuler
et de déplacer le solvant de 1'échangeur d'ion. Pour pallier cet inconveénient
on rend le verre hydrophobe en traitant, au préalable, la poinrte de 1'électrode

a 1'aide d’un composé siliconé (tri-n buthylchloresilane).
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du potentiel de membrane.



24

Pour la fabrication des microélectrodes spécifiques, nous utilisons
du verre borosilicaté (Ref B8C-150 T de Clark electromedical) possédant un

diamétre externe de 1.5 mm et un diamétre interne de 1 mm.
2.2.3.2. Calibration

L'électrode de référence est une microélectrode conventionnelle
au KC 3 M., Le potentiel delivré par l'électrode spécifique est mesuré a
1'aide d'un électrométre Analog Device 311 J monté en gain unitaire. Cet
électrométre possede un courant d'entrée < 10-1* A, et une impédance de 1014,
Les variations de potentiel sont enregis*~ées a 1l'aide d'un amplificateur
différentiel, et visualisées sur snregistreur SEFRAM type Servotrace. La
calibration se fait pour des concentrations ioniques croissantes et décrois-

santes.

2.2.3.3. Mesure de l'activité ionique intracellulaire

La mesure précise des activités ioniques intracellulaires dépend
de la précision de la mesure du potentiel de membrane. L'électrode spécifique
enregistre les variations de potentiel ddes au changement de 1'activite
ionique et au potentiel de membrane. Le calcul de l'activité ionique intra-
cellulaire implique la mesure séparée de Em ‘pour pouvoir soustraire cette

valeur du potentiel délivrée par l'électrode spécifique.

Cette cpération se fait 3 l'aide d'un amplificateur opérationnel

monté en soustracteur. Le montage est représenté fig. S.

2.2.4, Mesures du (Ca**) libre par 1'Aequorine -~ Propriétés de
1'Aequorine.

La photoprotéine aequorine, extraite de la méduse Adequorea aequorea
émet de la lumieére & 470 nm en présence de Ca++, sans apport extérieur
d'énergie. La réaction est spécifique et trés sensible. Le processus est
stoechiométrique et i1 faut 2 Ca**/ micromolécule d’'aeguorine (SHIMOMURA,

et JOHNSGON, 1878).

Le dosage du Ca** se borne & une mesure d'intensité de lumiére

puisque la lumiere émise est directement proportionnelle & la concentration de

Cat++. La mise en oeuvre de cette technique impligue les opératicns suivantes
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Pigure 10 : Mesure de la lumiére émise par la réaction Ca?* aequorine.

A - Calibration de la solution d'aequorine.

B - Injection d'cequorine dans une goutte de tampon Ca??
EGTA d'un volume voisin de celui d'un ovocyte de
Xenopus (1 ul).

C - Lumiére émise par un ovocyte sous l'action d'une
Tontophorése caleique.



2.2.4.1. Microinjection intracellulaire

Le poids moléculaire de 1'aequorine est de 20 00O daltons, et la
microinjection est la seule méthode qui permette, a ce jour, d'introduire

1'aequorine dans les cellules.

N

La technigue d’'injection utilisée dans ce travail consiste 2

~

appliguer un gaz comprimé & une micropipette contenant une petite quantite

~

d’aequorine a la pocinte.

2.2.4.2. Préparation de l'aequorine

La préparation demande guelgues soins afin d'éviter la contamina-
tion par le calcium (MOREAU, 1981 Thése d'Etat). Nous avons utilisé 1'aequo-
rine SIGMA (St Louis Missouri) type III A 4140 en tube de 10 mg. Le fabricant
conditionne 1'aeguorine précipitée dans du sulfate d'ammonium et protégée
par 10 mM d'EDTA. L’utilisation de 1'aequorine nécessite un désalage sur
colonne Sephadex G 25 fine. La composition du tampon d'élution a été fixée
empiriquement par ASHLEY et RIDGWAY (1968). Il est composé de 20 mM d'acétate
de Na et 1 uM d'EDTA pH 6.2

2.2.4.3. Calibration

Nous avons utilisé une méthode dérivée de celle décrite par KUSANO
et al. (1975) et STEINHARDT et al. (1877). La calibration consiste & délivrer
par iontophorése du Ca** (I = 0.2 pA, CaCl, 1 M). Nous admettons, avec KUSAND
et al. (1975), que le nombre de transport de la pipette est 0.2. Les résul-
tats obtenus sont consignés sur la fig. 10 . Si 1l'acn compare les valeurs
fournies par l'injection d'aequorine dans une goutte de tampon de volume égal
3 celui de l'ovocyte (fig. 10) on note gue l'oeuf doit absorber au moins

80 % de la lumiére émise.

2.2.4.4., Détection de la lumiére

Les gquantités de lumidre émises par 1'aequorine restent faibles
gt doivent &tre mesurées avec des détectsurs sensibles. On utilise un
photomultiplicateur (PM). Le PM doit pcsséder une sensibilité réduite dans

le rouge afin d’obtenir un courant de noir trés faible. Nous avons utilise
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Figure 11 : Schéma de montage d'un photomultiplicateur (P.M) et mesure
du courant anodique.

K : Cathode

P : Plaque (Anode)

Dy 1-——-Dyn : Dynode

+E, -E : d.d.p. appliquée au PM

R.L : Résistance de contre réaction

-Le courant Ia est proportionnel d la d.d.p V ; Ia =V
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plusieurs types de PM a fenétre frontale (EMI 9635 QB ocu Hamatsu R374}), ou a
fenétre latérale EMI 9781 B. Les cathodes des PM & fenétres frontales étaient
portées & - 1100 V, et la cathode du PM & fen8tre latérale & -850 V,

Le courant anodigue induit par la réaction lumineuse est mesuré
par un ampliffcateur opérationnel monté en convertisseur courant tension,

muni d'un filtre ayant une constante de tembs variant de 10 & 200 ns +ig. 11.
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CHAPITRE 3

RESULTATS

3.1. CARACTERISTIQUES ELECTRQPHYSIOLOGIQUES DE L'OVOCYTE NON STIMULE
3.1.1. Potentiel de membrane (Em)

La littérature rend compte d'un certain nombre de désaccords entre
les auteurs en ce gui concerne la valeur du potentiel de membrane des ovo-

cytes.

Deux idées doivent essentiellement &tre retenues

- Le potentiel de membrane est toujours enregistré avec des technigues
traumatisantes pour la membrane (microélectrodes).

- Le potentiel de membrane dépend largement de la composition ionigue

du milieu externe.

HAGIWARA et JAFFE (1978) soulignent que si le milieu externe des

oeufs marins est simple & définir, il en va tout autrement pour d'autres

organismes tels que les Insectes, les Mammiféres et les Amphibiens.

Le potentiel de membrane des ovocytes des Amphibiens Anoures
reste aussi un sujet de controverse. ZIEGLER et MORRIL (1977]) rapportent gue
les valeurs du potentiel de membrane des ovccytes dénudés et des follicules
entiers de Rana sont respectivement de - 77 £ 2 mV et - 36 + 2 mV. WALLACE
et STEINHARD (1877) trouvent des résultats semblables chez Xenopus ol la
valeur du potentiel des follicules entiers est en moyenne de - 27 £ 2 mV,

celle des ovocytes défolliculés de - 85 £ 2 mV.

Ces derniers auteurs précisent gue 1'augmentation de la valeur du
potentiel de membrane gui suit la défolliculation serait consécutive a
1'activation d'un processus électrogéne de transport dépendant du Na* et
du K*. Une étude plus récente de KUSANO et al. (1982} fait &tat d'une
différence significative entre la valeur du potentiel de membrane des ovo-

cytes de Xenopus en provenance de Chicago (Em = - 51,8 * 14,6 mV) et
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celle des ovocytes de Xenopus en provenance de Londres (Em = - 42 £ 10,8 mV).
Curieusement, lorsgue les ovocytes sont défolliculés & 1l'aide d'’'un traite-
ment & la collagénase, la valeur de Em chute & une valeur identigue moins

négative pour ces deux catégories d'ovocytes.

Chez les Urodeles, la pénétration de la microélectrode dans un
follicule entier s'accompagne d'une premiere variation de potentiel de -10 &
- 15 mV correspondant, selon KANNO et LOEWENSTEIN (1883), & 1l'insertion
de 1l'électrode dans l'espace situé entre les cellules folliculaires et la
membrane plasmique de 1'ovocyte. Une brusgue chute du potentiel survient
ensuite et se stabilise entre - 30 et - 70 mV chez le Pleuroééle. (Publi-

cation n®1) et - 40 et - 80 mV chez 1'Axolotl.

Nous avons constaté que les follicules isolés de l'ovaire, qu'ils
soient conservés entiers ou aussit8t défolliculés présentent des valeurs
de potentiel faibles et trés dispersées mais qui augmentent progressivement

deés la premiere heure d'incubation dans le milieu physioclogique de référence.

Par contre, lorsque des follicules sont isolés et éguilibrés dans
le milieu extracellulaire pendant toute une nuit & 14-16°C,.la valeur
moyenne de leur potentiel, mesurée & la température du laboratoires (18-20°C)
se révele d'emblée plus fortement négative et identique & celle d'ovocytes
dénudés et testés dans les mémes conditions. Ainsi, pour une méme femelle
ge Pleurodele, Em se situe & - 62,8 £ 7 mV (n = 75) pour des follicules

entiers et & - 61,6 * 10,5 mV (n = 18) pour des ovocytes dénudés.

Dans ces conditions, la présence de 1l'épithélium folliculaire n'exerce-
rait aucune incidence sur la valeur du potentiel de membrane et ne perturberait

pas les échanges ioniques entre le milieu intraovocytaire et le milieu externe.

Pour la suite de nos expériences, des follicules entiers ont donc
été édailibrés dans le milieu physiologique pendant toute une nuit a 14,
16°C afin de standardiser nos conditions expérimentales. Toutes les
expérimentations ultérisures sont réalisées & la température du laboratoire

(18°=- 20°C).
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3.1.2. Bases ioniques du potentiel de membrane

Chez les Anourss, des expériences de substitution du potassium
réqlisées sur des ovocytes de type hyperpolarisé montrent que la diminution
de la concentration externe en K* se traduit paradoxalement par une dépola-
risation, tandis gqu’une augmentation des ions K* égale & vingt fois la
concentration initiale entraine une dépolarisation biphasique (WALLACE
et STEINHARDT, 1977). Ces résultats, conjugués avec l’'action d'inhibiteur
(ouabaine), semblent indiquer gue le potentiel de repos des ovocytes de
Xenopus dépend plus largement d'un transport actif de Na*-K* que de la
perméabilité passive aux ions K'. Chez Rana pipiens (TUPPER et MALOFF,
1978 ; ZIEGLER et MORRILL, 1877) et chez Xencpus laevis (WALLACE et
STEINHARDT, 1977) la membrane des ovocytes se dépolarise lorsqu'on aug-
mente le K* du milieu externe, et les valeurs observées permettent
d'estimer que la concentration interne des ions K™ est de 1l'ordre de
200 mM. Cette évaluation diffeéere sensiblement des valeurs enregistrées
par absorption atomique et qui indiquent une concentration de l'ordre de
110 mM (ZIEGLER et MORRILL, 1977). L'activité ionigue intracvocytaire des
ions K* (aK;) est trés voisine de la concentration intracellulaire de K* [K*]i
quelles que solent les aspéces étudiées (Tableau I)}. Par contre, l'acti-
vité sodigue intracellulaire (a Naj) apparafit beaucoup plus faible que la
concentration intracellulaire de Na* [Na*]; . Ces résultats permettent
d'affirmer que les ions K* intracellulaires sont libres alors gu'une grance
partie du sodium interne est & l'état combiné dans le cytoplasme ovocytaire.
Pour TUPPER et MALOFF (1373), le Na®' contribuerait, cependant, & la dépola-
risation de la membrane ovocytaire. L'analyse des flux par traceurs radio-
actifs démontre une constante perméabilité au Na' aussi bien dans le cas
des ovocytes de Rana (MORRIL et al., 1877 b) que dans celui de Xenopus
(Q'CONNOR et al., 1877).

Selon MAENQO (18589), la perméabilité sodique des ovocytes de Bufo
est nulle. En revanche, DICK et MAC LAUGHLIN (13868) sur le méme matériegl et
SIGLER et JANACEK (1971) sur Rana temporaria, décrivent une faible

activité sodique intraovocytaire. En outre, chez Xenopus, ROBINSON (1879],
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Animaux [Na+]i a Naji [K*14 a Ky Références
Bufo bufo 25,8 9,3 113 82 DICK et Mc LAUGHLIN
1969
66,7 - 115 - 14,2 - 86,4 - CANNDN et al. 1874
Rana pipiens 58,1 - 83,8 - CENTURY et al. 1870
180 - 190 - 28 - 28 - CANNON et al. 1874
80 * 4 44 £ 2,4 117 £ 3 80 =+ 3,7 MORRIL et al. 18977
73 - 77 6 +1 83 - 104 120 =3 PALMER et al. 1978
g4 + 4 - 102+ 2 - MORRILL et ZIEGLER
1880
(Salamandres)
Eurycea b.
bislineata 83,5 + 4,8 - 81,6 % - CENTURY et al. 1870
Desmognathus of 74,3 t 3,3 - 81,1 £ 2,2 - CENTURY et al. 1870
Ochraphaeus 75,2 = 27 16,2 88,6 = 1,5 93,2 HOROWITZ et al. 1879
Tableau I Valeurs moyennes des concentrations [Na* 1; et[K*]t et des activités

a Nay et a K; intracellulaires des ions Na et K* dans les ovocytes
de plusteurs espéces d'amphibiens. Concentrations et activités sont
exprimées en m Eq/l d'eau cellulatire.

utilisant la sonde vibrante mise au poinﬁ par JAFFE et NUCITELLI (1877), a

mesuré des courants primaires externes transportant des ions C1-.

ZIEGLER et MORRILL (1877) et MORRILL et ZIEGLER (15807,

ions C1~

pipiens.

Selaon

la perméabilité aux

serait encore plus importante dans le cas des ovocytes de Rana
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Figure 13 : en haut : Evolution du potentiel de membrane (Em) d'un
ovocyte de Pleurodéle sous l'action d'un milieu hyperpo-
tassique [K*1 X 10.

en bas : Variation du potentiel de menbrane sous l'effet
d'un courant hyperpolarisant en milieu K' normal (Ke X 1)
et milieu hyperpotassique (Ke X 10).

La résistance membranaire diminue lorsque la conce/w:ﬂatzon\
externe des ions K' est augmentée. Lo
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Variation de Em (échelle lindaire) des ovocytes de Pleurodéles
en fonction de la concentration extracellulaire de potassium
[K*le (échelle logarithmique). La pente de la droite comprise
entre [K*le = 2,68 mEq/l et [K*] = 26,8 mEg est de 45 mV.
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3.1.2.1. Influence des Zons Cl™ sur le potentiel de membrane
de Pleurodeles waltlit
La valeur de Em des ovocytes mesurée en milieu de Steinberg normal
(-73,33 £ 6,20 mV, n = 12) ne change pas significativement lorsque les ions
Cl™ sont substitués par les ions propionate (Em = - 72,50 £ 5,68 ; n = 12).
Si les ions Cl” sont distribués passivement s&lon un équilibre de DONNAN
comme cela est la regle au niveau des fibres musculaires (HODGKIN et HOROWICZ
1859 ; HAYS et al. 13968 ; MOUNIER et GUILBAULT, 1870),on doit s'attendre & ob-
server une dépolarisation transitoire lorsque ces anions sont supprimés du mi-
lieu externe. Il apparait donc gque les ions Cl~ externes ne participent pas a

la genése du potentiel de membrane des ovocytes de Pleurodéle .
3.1.2.2. Influence des ions Na* et Kt
3.1.2.2.1. Ions Nat

Chez le Pleurcodele, les milieux dépourvus de Na* hyperpolarisent la
membrane ovocytaire de guelques millivolts ; la membrane se repolarise ensuite
jusgu'ad sa valeur initiale (fig. 12). En revanche, toute augmentation de la
concentration en Na* m'entralne aucune variation significative du potentiel

de membrane (Publication n°2).
3.1.2.2.2. Ions Kt

Les effets d'une augmentation de 10 fois de la concentration

externe en ions K* [K*], sont illustrés sur la figure 13.

Les milieux enrichis en ions K* proveoquent des dépolarisations trés
nettes. En revanche, un milieu dépourvu d'ions K* n’entraine qu'ume faible
hyperpolarisation. Dans tous les cas ces phénoménes sont réversibles.

La relation Em = f (L, [K*]g) est une courbe qui devient linéaire
au deld d’'une concentration en ions K* quatre fois supérieure & la concentra-
tion normale du milieu de Steinberg (fig. 14). La pente de la droite est
de 45 mV au lieu de 58 mV, valeur calculée & partir de l'équation de NERNST
lorsque [K*]g varie d'un facteur 10. Ce dernier résultat confirme que le
potentiel de membrane des ovocytes de Pleurcdéle ne ﬁorrespond pas a une
pile de concentration aux ions K* puisque la contribution des ions Na*r?{r.
ainsi gue nous 1l'avons montré précédemment, n'est pas négligeable. En éﬁ%ﬁp,

la relation Em = f (Ln [K*]g) en milieu dépourvu de Na* se traduit par une



Em mV

Li—ad
4 J

-80
- 70 =~
-60 -
-50
- 40 =
- 30+
-20 -

- 10~

Figure 15 :

Variation de Em des ovocytes de Pleurodéle en fonction de la
concentration extracellulaire de potassium [K*le en absence
de ions Na* [Na*le = 0.

La pente de la drotte comprise entre [K*1lg = 4,02 m Eq/L et
[Kfle = 40,2 mEq/1 est de 54 mV.
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Figure 16 : En haut : Enregistrement de la variation du potentiel
de membrane d'un ovocyte de Pleurodéle pendant 1'applica-
tion de courants dépolarisants et hyperpolarisants en
milieu Steinberg.

En bas : Relation voltage-courant d'un ovocyte de
Pleurodéle.
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-courbe dont la pente, linéaire au delad de [K"]e égale a 4,02 m_Eg/l en
milieu Steinberg, est de 55 mV pour une variation de 10 faois [K™]g (fig. 15).
Les milieux totalement dépourvus d’iaons K¥ et Na* provoguent d'importantes
hyperpolarisations et ceci sans repolarisation. Dans ces conditions,

la valeur de Em est de - 84,5 ¢ 3 mV contre - 74,3 £ 4,5 mV en milieu [Na®lg
normal. Si 1'on suppose la valeur de Em du potentiel de membrane proche de

la valeur Eg donnée par la relation :

Eq = - 58 log ° M4
(mv a 20°C) 2 Ke
- Ex = potentiel de la pile aux ions K*
- 2Ky, a Ke =  activité respective des ions K* intra et
extracellulaires
Em s'annule lorsque a Ky = a Kg

L'extrapolation de la droite de la figure 15 permet d'estimer 1l'activité
intra ovocytaire des ions K* & : 47 m Eg/1

d'od Eg = - 89,6 mV
Le rapport des perméabilités Py, / Pg est estimé a 0,024.
3.1.3. Conductance et capacité membranaires

La figure 16 présente une relation voltage-courant typique obtenue

& partir d'un ovocyte, elle se caractérise par 1l’absence de rectification.
3.1.3.1. Influence des cellules folliculaires

La résistance totale des follicules, mesurée dans nos conditions
expérimentales, est la résultante de la résistance de la membrane plasmique
ovocytaire en parallgle avec la résistance des cellules folliculaires gui
lui sont couplées par 1'intermédiaire des jcnctions "gap”(Pl. IV). La valeur
de ces composantes a été déterminée en utilisant les méthodes de courant
imposé et de voltage imposé. L'étude a porté sur des ovocytes folliculés
ou non de Xenopus laevis, Pleurodeles waltlii et Ambystoma mexicamum. La
résistance totale a été calculée a partir des courbes voltage courant. et

S

les constantes de temps membranaires estimées & partir des formules:gécrites
Ny
. L B . : g
dans le chapitre "Matériels et Méthcdes”. e



Planche IV : Morphologie des microvillosités et des relations ovocytes—

Figure 4 :

cellules folliculaires.

Les microvillosités ovocytaires (mv) sont constituées d'une
substance dense ou l'on peut distinguer de fins faisceaux
fibrillatres et des microtubules (mt) paralléles au grand
axe de la microvillositéd. (X 42000).

Figure B et C : Ces figures tllustrent des jonctions (fléches) entre

Figure D :

L'ovocyte (ov) et les cellules folliculaires, par L'inter—
médiaire des macrovillosités (ma) qui viennent au contact
du plasmalemme (pm). (B) X 74000, (C) X 57000.

Les figures A, B et C représentent des coupes d'ovocytes
témoins.

Jonetion (fléches) apreés 6 heures d'incubation en présence
de progestérone (X 56000).
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A. Ovocytes défolliculés
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(0=0 ) courants dépolarisants
(+-+ ) courants hyperpolarisants
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Dans les follicules intacts, on peut mettre en évidence deux
constantes de temps de valeur différente. Ces deux composantes {fig. 17,
courbe B) s'observent dans les conditions dépolarisantes, seule. la
composante lente est retrouvée dans les conditions hyperpolarisantes

{Publication n°® 7).

Il n'existe plus qu'une seule composante dans les ovocytes défolli-
culés ; les courants hyperpolarisants et dépolarisants donnant des valeurs
identiques (fig. 17 , courbe A ). Les valeurs de ces constantes de temps
gt de la résistance de membrane pour les trois espéces étudiées sont données

dans le Tableau II.

R en K.R T en ms
Animaux
{a) (b) {e) (a) (bl {c)
Xenopus 107,9 + 34;483 £ 22;314 + 82 | 31,8 % 5;44,1 £ 7,4;31,6 £ 17
16 £ 7
o] = = =
(79) {(n=75) (n=58) (n=58) (n=62) (n=42) (n=83)
Pleurodeles 122 + B89;392 + 39;311 £ 7 24,6 £ 4;29,9 + 3 ; 20,2 + 6
_ _ 5,8+£2,3
(39) (n=17) {n=19) {(n=12} (n=12) (n=6) (n=8)
Ambystoma 120 + 8 ;254 + 9,2 léthal 7,6 £1,6;14,3 £ 7,6 1léthal
4%y (n=14)  (n=14) 3,3 1,8
(n=14) (n=12)

Tableau II : Valeurs moyennes de la résistance (R) et des constantes de
temps membranaires (t) avant (a) et aprés la défolliculation
manuelle (b) et & la collagénase (c).




Des résultats similaires ont été obtenus en voltage imposé sur
des ovocytes de pleurcdele. En présence de cellules folliculaires, la
résistance totale est de 112 * 41,3 KQ(n=7). Elle passe & 349,2 + 54,4 K@

{n z8) lorsque les ovocytes sont défolliculés manuellement.

Ainsi, la défolliculation provogque une augmentation de la résistance
membranaire avec une perte correspondante de la composante rapide de la
constante de temps. Cette composante correspondrait donc & la contribution
propre des cellules folliculaires, tandis que la composante lente serait
caractéristique de la membrane plasmique ovocytaire. En outre, la jonction
"gap” semble polarisée puisque ces deux composantes n'apparaissent qu'avec

des courants dépolarisants.

Si 1l'on estime les surfaces respectives des ovocytes de Xenopus,
Pleurodeles et Ambystoma & 4,5 1072cm?, 6,2 107 2cm? et 11,3 10-2 cm?, 1la
résistance spécifique des ovocytes dénudés manuellement de chagque espece
peut-&tre évaluée & environ 21700 Q cm2, 24300 Q cm? et 32000 @ em?. Les
valeurs de la capacité membranaire sont respectivement de 1'orcre de 2 uF/cm?
(Xénope), 1,2 uF/cm? (Pleurodéle) et 0,44 uF/cm? (Axolotl}. Ces valeurs,
calculées uniguement & partir du diamétre ovocytaire moyen ne sont cependant
que treés approximatives et devraient &tre corrigées par un facteur tenant
compte de 1'état de développement des microvillosités . DICK et al. (1870)
considérent que la surface réelle des ovocytes de Bufo doit &tre environ
de 6 fois supérieure a celle évaluée uniquement & partir du diemeétre. Quant
& KADC et al. (1881), les microvillosités et les cryptes augmentent d'un
facteur 20 la surface membranaire des ovocytes de Xenopus. Biem que, sous
évaluées, ces valeurs de R apparaissent beaucdup plus élevées que celles
calculées dans le cas des fibres excitables de Vertébrés et d'Invertébrés.
Ainsi la Rm de la fibre musculaire du couturier de grenouille est d'environ
2800 Q.cm? (ADRIAN et FREYGANG, 1862 a). Pour les fibres musculaires du
Crabe bleu Callinectes sapidus, la Rm ne dépasse pas 4865 % 27 Q.cm? (HAYS
et al. 1968). La résistance membranaire de 1l'axone de Calmar est de 700 Q.

2

cm<, celle de la membrane de la fibre nerveuse du crabe de 1l’ordre de 5000 Q.

cm? (KATZ 1966). Par contre, la résistance membranaire des oeufs non fécondés
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d'Oursin culmine aux environs de 680 K.Q.cm? (JAFFE et ROBINSON, 13978).

L'apport des cellules folliculaires dens le calcul de la résis-
tance membranaire totale ne peut &tre négligée. Les jonctions "gap” &tant
les seuls points de contact entre les cellules folliculaires et 1l'ovocyte, il
est)probable que leur faible résistance électrique au regard de celle de
la membrane plasmique ovocytaire dérive une partie du courant. Seules les
valeurs de R obtenues apres la défolliculation rendent compte de la conduc-

tance glcobale de la membrane plasmique des ovocytes.

3.1.3.2. Influence des tons sur la conductance

Lorsque le milieu externe est enrichi 10 fois en ions K%, la résis-
tance chute & 65 % environ de sa valeur initiale (fig. 413) alors gu’un milieu
dépourvu de Na* ne provogue gqu’une faible variation de R. L'absence des ions

Cl™ demeure sans effet significatif sur la résistance.

La conductance ionique membranaire des ovocytes est donc constituée
par une importante conductance potassique et une conductance sodigue tres
faible. Par ailleurs, la permeabilité sé&lective de la membrane ovocytaire
aux ions K* et Na* semble dépendre du Ca2* externe puisqu'un milieu sans
CaZ+ augmente le flux de Na® et diminue le flux de K* (ECKER et SMITH 5971 3
TUPPER et MALOFF 1873).

3.1.4. Contribution des cations divalents

Lorsque la concentration externe de Ca?* [ca2*]le passe de 1 mM/1
3 0,1 mM, MAENO (1958) enregistre une dépolarisation de la membrane des
ovocytes de Bufo alors qu'un milieu additionne d'EDTA (1 mM) et dépourvu
d'ions divalents provogue une hyperpolarisation importante des ovocytes
défolliculés de la méme espece. Parallelement, la résistance augmente
(IWAD et al. 1881). Chez Xenopus, l'addition de 10 mM d'EGTA au milieu
externe fait passer en guelques minutes le potentiel de membrane de - 76 mV
3 - 15 mV (BELLE et al., 1977). Selon ces auteurs, l’'augmentation du CaCl2

jusqu'a 10 mM provoguerait le méme effet.
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Au contraire, chez le Pleurodéle; l'action q'un milieu hypercal-
cigue OU hypocalcique pendant 15 & 20 minutes ne produit aucune variation

décelable sur le potentiel de membrane (Tableau III).

1 24
Milieux [Ca™"]Je -y Nombre
m Ea/l d'ovocytes
0 - 69,66 £ 1,52 7
0,34 _
Steinberg normal 69,83 £ 4,30 12
6.8 - 87,5 * 3,51 8

Tableau III : Valeurs moyennes du potentiel de membrane des
ovocytes de Pleurodéle en milieux hypercaleique
et hypocaleique.

Lorsgue les ovocytes sont éguilibrés pendant prés de 3 heures
dans un milieu de Steinberg dépourvu d'ions Ca2*, leur membrane se dépola-

~

rise néanmoins puisque Em passe de - 71 * 4,50 mV (n=8) & - 43,75 £ 3,80 mV
(n =8). Cet effet, & long terme, semble altérer 1la structure de la membrane
qui parait plus distendue gque dans les conditions physiologigues normales.
Ce phénomene est cependant réversible. De plus, 1'addition d'EGTA (1 mM)

a un milieu extracellulaire dépourvu>d'ion5 Ca2* provoque une dépolarisation

membranaire immédiate et réversible de 19 & 20 mV environ (fig. 18).

3.1.4.1. Influence du milieu Ca O MgO EDT4 sur Em et R

Comme précédemment, la valeur de Em ne change pas lorsqgue le milieu
extracellulaire est tctalement dépourvu d'ions divalents. Par contre, 1'addi-
tion d'EDTA (1 et 5 mM) & ce méme milieu entraine une dépolarisation membra-

naire qui s'éfablit en guelgues minutes (fig. 19) et se stabilise & épviron

- 18mV (Publication n°® 3).
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Parallelement, la constante de temps diminue tres fortement
(fig. 20) et la valsur de la résistance membranaire chute de 60 & 70 %
puisqu'elle passe dans l'exemple présenté {(fig. 21) de 200 K @ en Steinberg
a 84 K Q en milieu Ca O Mg O EDTA.

3.1.4.2. Repolarisation de la membrane ovocytaire : action
des ions Mg?* ; Sr2t et Ba?*

La repolarisation des ovocytes dépolarisés en milieu Ca O Mg O
EDTA peut &tre obtenue aisément sous l'action des ions Mg2+ ou Sr?. Cette
repolarisation, rapide mais incompléte, est parfois suivie par une légére
dépolarisation (fig. 22). Les ions Ba?* sont sans effet. Dans ces conditions
expérimentales, les ions Mg2* et Sr2* sont capables de repolariser immédia-
tement la membrane bien gue de manieére partielle. Une réversibilité compléte
n'est obtenue gue par l'association des ions Ca?* et Mgz*.’Cette observa-
tlon souligne 1l'importance des ions Ca?* extracellulaires, gui, par leur

présence, contribuent & maintenir la stabilité du potentiel de membrane.

3.1.4.3. Effets des milieux hypercaleiques et hypermagnesiens
sur le potentiel de membrane
La perméabilité membranaire des ovocytes aux ions Na* étant trés
faible, nous avons substitué les ions Na¥ par les ions Ca2* ou Mg2+. Chacun
de ces milieux hypercalcique et hypermagnésien, totalement dépourvus d'ions
Na*, provogue un effet légérement hyperpolarisant de 4 & § mV semblable &

celui obtenu lors de la substitution du sodium par de la choline.

Contrairement aux données rapportées par BELLE et al. (1877), chez
Xenopus, 1l'augmentation de la concentration extracellulaire en calcium ou
en magnésium ne provoque aucun effet spécifique sur la valeur de Em. Par
contre, 1l'addition de chélateurs a des milieux dépourvus d'ions divalents
entraine une dépolarisation rapide. Ces données ne permettent en aucune
fagon de conclure & l'existence d'une permeabilité spécifigue de la membrane
ovocytaire aux ions Ca2* et Mg2+. Elles suggerent que les icns divalents

pourraient jouer de manigre indirecte, en contrflant les perméabilités

Na* et K¥.

L
L



aus
aLE

Em

mV Ca0 MgO
-10 = ‘ EDT/.A
choline
V] 00-‘-».“
4 °
-20 ’/ ‘
/ :
¥ H
/ :
+ S
=30 =
H steinberg
- e + ‘.
40 Ca0 MgO / {
EDTA :

~s0- /

saaewe

3 a
el %\\
L] o
~-60 ,/ *oce-tner’ “\A
/ \A\
/ "~
A
=70 4, .*
Temps(mn)
1 1 ¥ 1 1 i
0] 5 10 20 ' 30 40 50
Figure 23 :

Ovocyte de Pleurodéle.

Evolution de Em en milieu Steinberg EDTA (1 mM) Ca O Mg O
(+=+) ; en absence de Na® (e®--—-e) et en Steinberg normal (b-b).



av

(mv)

steinberg
/
40 - i

’ EDTA choline

so4 { e
l.'.‘ 0"’
fo 4
20+ i

Figure 24 :

Relations voltage—courant d'un ovocyte de Pleurodéle en
milieu Steinberg normal (0---0) ; milieu Steinberg EDTA

(5 mM) dépourvu des tons divalents (+=+) et en milieu
EDTA dépourvu des ions Ca?t, Mg?t et Na®. Dans ce dernier

milieu le sodium est remplacé par la choline (e---e).



Em mV

80

_10 g
EDTA EDTA EDTA steinberg
} 5mm } Nao }Nao |
-20 - +’,,.._,‘..". K 20.
+"‘l 3
Ir ".
+ \ o
~30 - h . o]
+ by A Q
[N Q
/ ‘ I “o
‘~. A "Q
. a
=40 = o, ©.,
: ~ | o
] L ZTT TVaN “
*
~50 - !
|
b et L
"60 =t
=1 v Temps(mn)
i L { 1 i 1
o} 20 40 60
Figure 25 Evolution de Em d'un ovocyte de Pleurodéle

- en milieu Steinberg EDTA (5 mM) Ca O Mg O

- en milieu Steinberg EDTA Ca O Mg O choline

- en milieu Steinberg EDTA Ca OMg Ocholine K20
(dans ce milieu, la concentration des ions XK' a
été multipliée par 20).

- en milieu Steinberg normal.



38

3.1.4.4. Perméabilité Na* et K* en milieu dépourvu d'ions
divalents

Le remplacement du Na* par de la choline permet une repolarisation
partielle des ovocytes préalablement placés en milieu Ca O Mg O EDTA (fig. 23).
Parallélement, la résistance totale de la membrane - gui diminue en milisu
Ca O Mg O EDTA (fig. 24) - augmente & nouveau lorsgue Na' est totalement
absent de la solution. Ainsi, la dépolarisation initiale en Ca 0 Mg 0O EDTA
résulte d’'une augmentation de conductance (chute de R} qui se trouve en
grande partie annulée en absence d'ions Na'. La conductance sodique semble
donc principalement impliquée. Toutefois, la repolarisation observée n'étant
gue partielle et instable, il était logique d'envisager gue la perméabilité

+ . - : 2 . .
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 & une valeur moyenne de Em de 1l'ordre de - 26,08 + 4,06 mV (n = 12).
Cette valeur n'est pas significativement différente de celle obtenue en milieu
Steinberg KZQ (Em = - 30,22 * 2,86 mV n = 14). Il apparait que les ions diva-

lents ne modifient pas la perméabilité aux ions K*.

La chélation des ions divalents extracellulaires augmente la conduc-
tance sodigue alors gque celle-ci se révele extrémement réduite dans notre
milieu extracellulaire de référence. Cette chélation n'intéresse pas ssule-
ment les ions divalents de la solution physiclogique mais également ceux
situés sur la face externe de la membrane plasmique de l'ovocyte. Les ions

CaZ* et Mg2+ ont donc un réle stabilisant pour la membrane ovocytaire .

Toute substance présentant des affinités étroites pour les ions
divalents tend & modifier la perméabilité Na* et & perturber 1’équilibre
ionique de part et d'autre de la membrane covocytaire . Cependant, dans les
conditions normales de milieu, cet &guilibre ne peut étre altéré gue si
d’importantes modifications apparaissent dans les concentrations ou activités
ionigues intracellulaires gui peuvent &tre également contrdlées par des

mécanismes de transport actif.
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3.1.5. Mise en évidence d'un mécanisme de transport actif

L'un des mécanismes de transport actif les plus classigues se
caractérise par un influx de K* couplé & un efflux de Na¥, flux qui
travaillent contre le gradient électrochimigue. L’'énergie utilisée a
cet effet est engendrée‘par une enzyme : la Na* - K* ATPase Mg?* dépendante
{SKOU 1965-13973) encore appelée pompe Na* K*. Son activité peut 8tre mise
en évidence soit en l'inhibant soit en l'activant. Les glycosides cardia-
gues (SCHATZMAN 1853} comme 1'ouabalne (SEN et al. 1869) sont inhibiteurs
et provoquent'une dépolarisation membranaire de gquelgques milliveolts. L'ac-
tivation de la pompe Na-K est obtenue & la suite d’une injection intracel-
lulaire de Na', (THOMAS 1872). On observe alors une hyperpolarisation membranalre
gui ne se produit pas en présence d'ouabalne ou en absence de potassium

externe.

N

Le tableau IV rassemble les résultats obtenus & partir des folli-
cules entiers de Pleurodele et d’'Axolotl étudiés dés leur isolement de 1'ovaire
et soumis & 1'ouabaine (107"*M). Une dépolarisation membranaire de 1l'ordre
de + 4 3 + 5 mV est habituellement observée au bout de gquelgues minutes pour
des ovocytes de Pleurodéle, prélevés & des époques treés différentes de 1'année.

Pour 1'Axolotl, la dépolarisation est de l'ordre de + 7 mV.

, Va%eurs du potentiel Ahplitude de la dépo- Nombre d'ovocytes
Animaux de membrane . - - o -
larisation en ouabaine traités
Em £ o

Pleurodele - B7 £ 3,74 mV + 0,8 £1,79 mV 5
30.08.78 (de - 62 & - 72 mV) (de 0 a + 4 mV)
Pleurodele - 38 £ 8,04 mV + 4,75 £ 0,386 mv 4
31.09.78 (de - 28 a - 45 mV) (de + 4 3 + 86 mV)
Pleurodéle - 55 = 14,3 mV + 5% 0,9 mv 8
10.06.82 (de - 34 a8 - 78 mV) (de + 4 a3 + 6 mV)

Axolotl - 68 £ 7,16 mv + 7 % 4,08 mv 4
14.06.82 {de - 60 & - 75 mV) (de + 1 & + 10 mV)

Tableauw IV : Valeurs de Em des ovocytes de Pleurodéle et d'Axolotl mesurées
dés leur isolement de l'ovaire et amplitude de la dépolarisation
membranaire en ouabaine 10~“M.
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Des résultats analogues sont cobtenus lorsgue les ovocytes sont

préalablement équilibrés pendant plus de 12 heurses dans le milieu OR,

(Tableau V)

. Dans deux séries expérimentales, l'ouabalne demeure sans effet.

Animaux Valeurs du potentiel Amplitude de la dépo-| Nombre d'ovocytes
n de membrane Em + @ larisation en ocuabalne traités

Pleurodele - B2,5 £ 5,5 mV o mv 7
30.08.79 (de - 55 a - 72 mV)

Pleuradéle - 72,25 + 4,23 mV oy ]
8.03.82 (de ~ 84 a - 73 mV)

Pleurodele - 65,60 £ 12,6 mV + 4 £ 5,9 mV 8
22.04.82 (de - 40 a - 80 mv) (de 0 & + 17 mV)

Pleurodele ~- 67,1 * 1,8 mV + 4,33 + 4,4 mV 5
10.06.82 {de -~ 64 3 - 69 mV) (de 0 a + 3 mV)

Axclotl - 52 £ 9,3 mv + 4,17 + 4,3 mV 5
14.06.82 (de - 42 &3 - 64 mV) (de 0 & + 11 mV)

Tableau V : Valeurs de Em des ovocytes de Pleurodéle et d'Axolotl équilibrés
en ORy pendant plus de 12 heures 4 13°-14°C. Amplitude de la
dépolarisation membranaire en ouabatne 107 *M.

Dans 1l'une de ces séries (P 30.08.79 ; Tableau V) , 10 ovocytes ont subi

une injection iontophorétigue de Na*. Une heure aprés cette injection, la
valeur de Em restait de l'ordre de - 20 mV, ce gui signifie que la membrane

de ces ovocytes s'est révélée incapable de "pomper” le Na injecté.

L'inactivité de la pompe ne peut &tre attribuée & une mauvaise condition

physiologique de ces ovocytes puisque les valeurs de leur potentiel de membrane

restent du méme ordre que celles habituellement enregistrées.

Malgré quelques exceptions, encore inexpliguées, 1'ensemble de ces

=

données met en évidence une composante membranaire sensible & 1'cuabaine

~

dont 1'activité contribue & hyperpolariser la membrane de 4 & 5 mV.
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3.1.6. Conclusion

La membrane des ovocytes de Pleurodéle est principalement perméable
aux ions KV puisgue la conductance augmente lorsque le milieu externe est
enrichi en ions K*. En outre, la relation Em = f (Ln (K*)g) est lindaire
lorsgue [K*]g est supérieure & 2,68 m Eg/l. La pente est de 44 mV, valeur
proche de celle observée par KUSANO et al. (1982) sur les ovocytes de
Xenopus qui est de 46 mV. Ces données indiguent que la permeéabilité aux
ions K* n'est pas exclusive, d’'autant que 1’absence des ions Na* dans le
milieu externme se traduit par un effet hyperpolarisant de quelques millivolts
qui atteste clairement de leur participation & la genese du potentiel de

membrane.

Chez Pleurodeles, contrairement & la situation observée chez Rana
(ZIEGLER et MORRILL, 1977 ; MORRILL et ZIEGLER 1980), les ions Cl- n'’affectent

pas la valeur du potentiel de membrane.

Par ailleurs, la perméabilité sélective de la membrane des ovocytes
de Pleurodeles aux ions K* et Na* dépend des ions Ca?* et Mg?* extracellu-
laires. Cependant, la membrane ovocytaire ne paralt pas pourvue d'une perméa-
bilité significative aux ions divalents et ceux-ci ne feraient que stabiliser
la membrane plasmigue en contrdlant plus particuliérement la perméabilité

sodique.

Certains auteurs (WALLACE et STEINHARDT 1877 ; WEINSTEIN et al. 1882]
soutiennent gue le potentiel de membrane des ovocytes en prophase I est en-
gendré par l'activité de la pompe Na-K, Or, nous avons constaté, tout au
moins chez le Pleurodéle, gque des ovocytes folliculés ou défolliculés présen-
tent des valeurs de potentiel de membrane de méme amplitude et que les sffets
de la ouabaine ne se traduisent due par une faible dépolarisation membranai-

re de l'ordre de guelgues millivolts.

La valeur moyenne de Em est souvent comprise entre - 60 et - 70 mV
et 11 n'est pas rare d'obtenir des valeurs plus proches de - 70 mV, 1l'état
physiologique des ovocytes dépendant, le plus souvent, de 1’&ge de la femelle.
Or, la valeur de la pile potassigue Ex a eté estimée dans nos conditions expé-
rimentales & - 98,6 mV, valeur quelque peu €loignée de celle de Em. La contri-

bution des ions Na* au potentiel de membrane représente - 4 &8 - 6 mV. Il en
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va de méme pour la pompe Na-K. Il faut donc envisager gue 1l'action trauma-
tisante des microélectrodes doit faire chuter de plusieurs millivolts (au

moins 10 mV) la valeur du potentiel de membrane.

La pente des relations voltage-courant traduit le caractére ohmigue
de la membrane qui ne présente pas de rectification & l’inverse de la situa-
tion que 1l'on rencontre chez les Etoiles de mer Mediaster aequalis et Nordora
punctiformis (MIYAZAKI et al. 1975 a ; HAGIWARA et TAKAHASHI 1874). Chez les
Urodeles, nous n'avons jamais observé d'esxcitabilité@ membranaire de méme
nature que celle décrite pour 1’ovocyte des Anoures Bufo (MAENO, 1959)
et Xenopus (KADO et al. 1973 ; BAUD et al. 1882). Chez ces animaux, la mem-
brane plasmigue de 1'ovocyte est capable d'engendrer un potentiel d'abtion
de longue durée, en réponse & un fort courant dépolarisant. Sur le méme
matériel, KUSANDO et al. (1982) affirment cependant n’avoir jahais obtenu
un tel phénoméne et concluent & la nature ohmique de la membrane des ovocytes
de Xenopus. Nous avons pu reproduire, sur cette espéce, les résultats de
KADO et al. (1979) et de BAUD et al. (1982} ce qui confére plus de valeur
aux données négatives que nous présentons en ce gqui concerne l'ovocyte des

Urodeles.

3.2. VARIATION DES PROPRIETES ELECTRIQUES MEMBRANAIRES PENDANT LA MATURATION

3.2.1. Induction de la maturation

Nous avons étucié la variation des propriétés électriques membranaires
dans diverses conditions expérimentales qui permettent d'induire la maturation.
On sait que la progestérone agit directement sur la membrane de 1’ovocyte ;
outre 1'hormone naturelle, nous avons utilisé divers mimétiques également

actifs. Ce sont essentiellement le PHVMPS, les ions Mn2* et la valinomycine.

Nous avons enfin découvert un autre procédé qui autorise le débloca-
ge de 1'évolution mélotique ovocytaire. Il s'agit de la défolliculation des
ovocytes. Que celle-ci soit réalisée manuellement ou par tout autre procédé,
mécanique ou enzymatique, elle engendre de véritables maturations en 1l'absence
de toute stimulation hormonale (Publication n® 7). Les résultats présentés
dans le tableau VI rendent compte de ces observations. Les pourcentages de
maturation observés sont plus importants chez les Urodeles gue chez Xenopus.
Cependant, en dehors de leur saison normale de ponte, les ovocytes de Pleuro-

déle ne répondent ni & la progestérone ni & la défolliculation. Il est exclu
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que les maturations déclenchées par le traitement & la collagénase puissent
résulter d’'une contamination par la progestérone ou quelgue ion mimétique
puisqu'aucune différence significative dans les taux de maturation n'a été
observée avant et aprés une dialyse intensive de l'enzyme. Dans tcous les

cas, les ovocytes stimulés présentent un fuseau métaphasigue et peuvent &tre
activés. Des résultats identiques ont été obtenus lorsque les follicules sont
extraits par une abrasion trés ménagée. Cette mé&thode, appliquée aux ovocytes
de Xenopus, a produit 84 % de maturation (32/50]). Ici, encore, les milieu
utilisé n'apparait pas contaminé puisqu'il ne provogue aucune maturation lors-
qu'il est ultérieurement appliqué & des follicules entiers. Par ailleurs,
toutes les expériences de contrdle que nous avons réalisées en absence de
papier abrasif (voir Matériels et Méthodes) nous ont fourni des résultats
négatifs, méme apres 38 heures de traitement. Il apparait donc que le décou-
plage de la jonction ovocyte-cellules folliculaires peut déclencher la repri-

se de la méiose chez les Amphibiens comme chez les Mammiféres. Ces derniers

. Traitement Défolliculation Progestérone Ovocytes non

Animaux ~ . -
collagénase manuelle sur follicule traités

Xenope B1 % 25 % 72 % 0%

(10 9] (119) (113] 210 240

Pleurodale 82 % 74 % 100 % 0%

(5 9] (100) (42) (80) (175)

Axolotl 67 % 100 % 0 %

(4 g) (78) (70) (80)

Tableau VI : Pourcentage de maturation aprés défolliculation ou addition de
progestérone 10~%g/ml de follicules intacts. ( ) nombre d'ovo-
cytes traités.

résultats nous ont incité & étudier les variations des propriétés électriques
membranaires des ovocytes pendant la maturaticn et, plus spécifiguement, &

rechercher le ou les facteurs responsables. de ces modifications.
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3.2.2. Evolution des paramétres électriques membranaires pendant la
maturation induite par la progestérone ou par ses mimétiques
Chez les Anoures, des travaux antérieurs ont montré gque les ovocytes
ovulés sont dans un état trés dépolarisé par rapport & des ovocytes ovariens
(MAENG, 1958 ; MORRILL et WATSON, 1966). L'action de la progestérone est
'garactérisée par la diminution du potentiel de membrane jusqu'a une valeur de
- 10 mV enviren, mesurée dans les milieux Ringer ou ORp. Parallélement,
les auteurs enregistrent une augmentation de la résistance membranaire (ITO
1872 ; MAEND 1859 ; MOREAU et al., 1976 a ; WALLACE et STEINHARDT, 1877 ;
ZIEGLER et MORRILL, 1877).

Les études portant sur les ovocytes de Rana pipiens indiquent que
le début de la dépolarisation coincide avec le gonflement et la rupture de
la vésicule germinative (ZIEGLER et MORRILL, 1977). Le cytoplasme ovocytaire
deviendrait isopotentiel avec le milieu extracellulaire & la fin de la matu-

ration.

Nous avons testé individuellement des follicules entiers praovenant
de 5 femelles de Pleurodele et de 5 femelles d'Axoclotl. La valeur moyenne
du potentiel de membrane des ovocytes de Pleurodéle utilisés dans cette
série s'est située entre - 38 et - 85 mV (m = - 57,2 + 18,7 mV) et celle

des ovocytes d'Axolotl entre - 34et -73mV (m = - 55,8 £ 15,7 mV]).

LLa résistance membranaire de ces ovocytes, entourés de leurs cellules

folliculaires, dépasse 100 KQ ainsi que nous l'avons déja noté dans le tableau II.

Des modifications importantes du potentiel, de la résistance et de
la capacitance surviennent toujours avant gue la rupture de la vésicule germi-
native ne puisse &tre détectée visuellement. La période, correspondant a la
migration de la vésicule germinative, suivie de sa rupture, varie considéra-
blement d'un ovocyte a 1l'autre. Il faut attendre entre 12 et 15 heures chez

le Pleurodéle et prés de 8 & S heures chez 1'Axolotl.

Chez ces deux espeéces, les tracés révelent gue dépolarisation mem-
branaire et augmentation de la résistance interviennent de fagon lente et
continue dés 1'application de progestércne (fig. 26, 27). La valeur du poten-
tiel de membrane atteint - 13,6 = 5,7 mV (n = 17) aprés 1'émission du premier

globule polaire chez le Pleurodéle et - 19 £ 12 mV (n = 7) chez 1'Axolotl.
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Dans le méme temps, la résistance totale augmente d'abord graduel-
lement puis trés fortement au cours de 1'émission du gicbule polaire jusqgu'a
un pic dont la valeur est de 5 & 6 fols supérieure & la valeur initiale.

Chez le Pleurodéle, elle se stabilise enfin & un niveau moyen de 817 £ 248 K @
{n = 7), niveau tre&s supérieur a celui des ovocytes ovariens. Les ovocytes

de petite taille et ceux bloqués pendant la phase de repos sexuel ne présen-
tent jamais de variations de leurs paramétres électriques membranaires lors-
gu'ils sont soumis & la progestérone. Les ions Mn2* (5 mM) ainsi que le

PHMPS provoquent les mémes variations (fig. 28). Ces résultats témoignent de
modifications importantes engendrées par la progestérone ou ses mimétiques

et qui vont dans le sens d'une diminution considérable de la conductance
membranaire. Il convient, cependant, de tenir compte des profonds remaniements

morphologigques gui affectent les follicules entiers au cours du processus de

maturation.

3.2.2.1. Influence des modifications de surface

Les observations en microscopie électronique d’'un ovocyte témoin
et d'un ovocyte maturé révélent ume régression quasi totale des microvillo-
sités (Planche II) pendant la maturation. Il en résulte une diminution de
surface dont le corollaire électrophysiologique immédiat est un accroisse-
ment de la résistance totale et une chute de la valeur du condensateur

membranaire.

On notera de plus que ces enregistrements ont été réalisés sur des
follicules entiers. Or, nous avons déja indigué que la défolliculation manuelle
ou enzymatique des ovocytes modifiait considérablement la valeur de la résis-
tance membranaire par disparition de la composante & faible résistance liée

*aux jonctions "gap”.

3.2.2.2. Le découplage électrique ovocyte—cellules folliculaires
(Publication n° 7)

En travaillant sur des follicules entiers, les ovocytes et les
cellules folliculaires commencent & se découpler ioniguement dans les vingt
premieres minutes qui suivent 1l'addition d’'hormone. La figure 2§$ﬁ§mgntre
gue la composante rapide, mesurée & ty (tm = 7 % 3,83 ms n = 12}, n'est
plus observable au bout de 80 minutes, tandis que la composante legfe
“(Tm =12 + 4,19 ms n = 7) persiste sans variation significative

(tm = 10 4,089 ms n = 15 ) au bout de 180 minutes. Aucune évolﬁtion
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ultérieure ne se produit jusqu'a la rupture de la vésicule germinative,
indiquant que les cellules folliculaires sont physiclogiquement découplées

au deld des trois premiéres heures suyivant la stimulation hormonale, bien

gue nos observations ultrastructurales montrent des jonctions "gap” appa-
remment intactes Jjusqu’d 8 heures d'incubation hormonale (Plarche 1V, fig. DJ.
En conclusion, la régression des microvillosités, ainsi .que le découplage
électrique, qui intervient entre 1l'ovocyte et ses cellules folliculaires

apres quelques minutes d’incubation hormonale, pourraient rendre compte en
partie de la dépolarisation et de 1'augmentation de la résistance membranaire
ocbservées pendant les trois premiéres heures de la maturation ; parallélement,
il est tres vraisemblable gqu’'interviennent des modifications importantes,
liées & des changements de perméabilité ionigue de la membrane ovocytaire
(diminution de la conductance). Nous avons donc mesuré a ce propos l'activi-
té ionique intracellulaire des ions K* & 1'aide d'une microélectrode spé-

cifigue.

3.2.3. Variations des perméabilités ioniques de la membrane des ovocytes
pendant la maturation.
Chez Rana, il a &té montré que la dépolarisation membranaire est
associée en partie avec une diminution de la perméabilité potassique (MORRILL
et ZIEGLER, 1880), ce qui constituerait, selon les auteurs, le prélude au

développement d'un état excitable atteint vers la 2&me division méiotigue.

Cette variation de la conductance potassique a été également mise
en évidence par la technigque des traceurs radio-actifs (O'CONNOR et al., 1877).
L*influx et l'efflux de K* augmentent deux heures aprés le traitement par la

progestérone puls diminuent, apres rupture de la vésicule germinative.

Chez Rana piptens, 1l'accumulation de Na* s'accentue aprés la stimu-
lation hormonale puis elle décline aprés rupture de la V.G. pour devenir

inférieure & sa valeur initiale tandis que la concentration interne de K*

diminue (ZIEGLER et MORRILL, 1877).

3.2.3.1. Ions Kt

lLa technique des microélectrodes spécifiques permet de mesurer
simultanément la variation du potentiel de membrane et la différence de

potentiel due & 1'activité ionique intra-ovocytaire. Cette technigue nous
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a fourni une valeur moyenne de l'activité intracellulaire des ions K* de
l'ordre de 37 m Eg/l, valeur qui permet d’'estimer la pile potassique Ey

a8 - 67 mV, valeur trés inférieure & celle obtenue par le calcul théorigue.

0es les premiéres minutes, la membrane se dépolarise. Parallelement,
on cbserve une diminution de l'activité intracellulaire des ions K*, diminu-
tion gui dépasse 45 % (fig. 30). La chute de 1l’activité ionigue 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 1'hypothese ol une telle modification de la perméabilité potas-
sique constituerait un facteur clé dans le déclenchement de la maturation
on pourrait s'attendre logigquement a ce qu'un changement dans la concentra-
tion externe des ions K* parvienne a4 lever le blocage des ovocytes arrétés

en prophase I.

Cependant, et contrairement aux données de KOFOID et al. (1878) qui
soulignent que les ions K' inhibent la maturation des ovocytes de Xenopus,
nous n'avons jamais pu obtenir la reprise de la méIose des ovocytes de
Pleurcdéle ou d'Axclotl en supprimant simplement les ions K* du milieu
extérieur bien que la valinomycine, ionophore K%, se révéle e?ficace a
déclencher la maturation. Nous aurons l'occasion de revenir plus loin sur
cette contradiction apparente gui se trouvera alors résolue de maniére

satisfaisante.

3.2.3.2. Ions Na*

Bien que n’'ayant pas testé la perméabilité aux.ions Na* sur le plan
électrophysiologigue, nous avons étudié les effets de 1’'absence des ions

Na® externes sur le déclenchement de la maturation des ovocytes de Pleurodele.

Lorsqu’on substitue les ions Na* par de la choline ou par les ions
Ca?* dans le milieu externe, le pourcentage de maturation chute considéra-
blement par rapport au milieu normal (Tableau VII). Ce résultat, gui démontrs
que les ions Na® extracellulaires sont nécessaires & la reprise de. la méiose
chez le Pleurcdéle, laisse supposer gue la conductance sodigue deyrait logi-

guement augmenter. Il y a 1& une contradiction avec le fait gue les ovccytes
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de Xenopus perdent leur excitabilité apreés l'addition de progestérone

{BAUD et al., 1882). Il devient impossible quelgues heures aprés l'appli-
cation hormonale, d'activer les canaux sodiques responsables du potentiel
d'action. Cependant, trés récemment, SCHLICHTER (1982) décrit 1'apparition

de potentiels d'action spontanés depuis la métaphase I jusgu'a la métaphase II
des ovocytes de Rana pipiens ; dans le méme temps, 1l'activité interne des

ions Na* s'accroft (SCHLICHTER 1983).

Animaux OR, OR, choline OR CaCly
P 18.01.78 32/33 5/33 non testé
P.24.01.78 30/30 1/30 nen testé
P 1.02.78 30/30 4/30 non testé
P 8.11.78 20/20 11/20 8/20
P 15.11.78 18/20 12/20 6/20

Tableau VII : Ovocytes de Pleurodéle soumis 4 la progestérone
(1 ug/ml) en milieu OR, ; OR» dépourvu d'ions Nat
(ORp choline ; ORj CaCl,).

Par ailleurs, certains auteurs font remarquer gque 1'un des événe-
ments les plus importants gui marquent la reprise de la mélIose chez les
Anoures consiste dans l'inhibition du mécanisme d'échange actif Na*-K*
(VITTO et WALLACE, 1977 ; WALLACE et STEINHARDT, 1977 ; WEINSTEIN.et al.
1982). Ces mémes auteurs attribuent un réle prépondérant & la pompe Na*-K*
dans la genése du potentiel de membrane des ovocytes non stimulés de

Xenopus et de Rana.

Lorsque des ovocytes de Pleurodsle, incubés continuellement en

présence de progestérone, sont individuellement soumls & l'action de la

ouabaine (107% M), ce glycoside cardiaque, actif au départ, n'exerce plus
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aucune action dépclarisante sur la membrane guelques 3 heures environ aprés

addition de 1'hormone.

L'activité de la pompe serait donc arrétée & ce stade. Lorsque
progestérone et cuabalne agissent simultanément depuis 1l'origine, on cbserve,
en outre, gue la maturation se trouve favorisée comme l'atteste les expérien-
ces suivantes réalisées chez le Pleuroda2le et 1'Axolotl.

- En présence de progestérone les vésicules germinatives sont
visibles au p&le animal au bout de 5 & 8 heures, leur rupture intervenant
deés la 9éme heure pour le Pleurcdele (fig. 31, courbe A) et dés la 5éme
heure pour 1'Axolotl (fig. 31, courbe B).

- L'addition d'ouabaine 10™"% M dans le milieu d’incubation accélére
tant la migration des vésicules germinatives au p8le animal que leur rupture
(fig. 31, courbe A et B). Dans ces conditions expérimentales, l1'ouabaine n'a-

pas d'effet significatif sur les pourcentages de maturation obtenus.

Il semble donc que la progestérone inhibe le transport actif Na*t-K*
sensible & 1l'ouabaine. Dans ces conditions, le fait que la maturation soit
facilitée sous 1l'action conjuguée de la progestérone et de 1l'ouabaine pourrait
s'expliquer dans l'hypothése d'une compétition entre 1'hormone et le glycoside
cardiaque pour les mémes sites membranaires. Il apparait difficile d'attribuer
un role fondamental & 1'inhibition de la pompe Na'-K*. Chez Xenopus, nous
avons , en effet, ohservé de maniere répétitive, que les seuls ovocytes gui
se révelent réfractaires & l'action de la progestérone sont justement ceux
gul ne possedent au départ aucune pompe fonctionnelle ou activable par injec-

tion de Na™.

Ni 1'arrét de la pompe, ni les modifications des conductances ignigues
membranaires ne semblent donc pouvoir constituer le signal efficace de la
reprise de la méicse. La variation tres progressive des paramétres électrigues
ovocytaires apparait toujours consécutive & une diminution de la sélectivité
de la perméabilité membranaire. Quel signal primaire peut &tre & l'origine

de ces modifications 7

Nous avons déja souligné quelle contribution indirecte pglvalent appor-
CUrE
ter les ions divalents extérieurs dans le maintien de la différenea:;de poten-
tiel existant entre les milieux externe et intracellulaire, par la voie

d'un contrdle de la perméabilité sodique. Nous avens vu que la perméabilité
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Pleurodeles (P),et Ambystoma (4) injectés d'aequorine.
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potassique n'est apparemment pas modifiée dans ces conditions. Dans cette
perspective, on pourrait donc imaginer que la progestérone puisse contrdler
les perméabilités Na* et K™ en modifiant la répartition des ions divalents

tant & la surface de la membrane que dans le milieu intracellulaire.

3.2.4. Calcium et maturation (Publication n° 5)

Be nombreux arguments suggérent gue les ions Ca2* pourraient jouer
le r8le de messager secondaire lors de la stimulation hormonale des ovocytes
d'Amphibiens (MAROT et al., 1976 ; SCHORDERET-SLATKINE et al., 1977 ; BAULIEU
et al., 1978). MOREAU et al. (18768), en injectant du Caz+ par iontophoreése dans
les ovocytes de Xenopus, ont déclenché la maturation en 1'absence de tout
apport hormonal. Cependant, & cette époque et chez les Amphibiens, aucune
expérience n'avait apporté la preuve d'un changement de 1l'activité intracel-
lulaire de Ca2* lors de la reprise de 1l'évolution méiotique. Seules, l'inj=c-
tion intracellulaire de photoprotéines de m8me gque 1l'utilisation d'électro-
des Ca®* sensibles pouvaient apporter une démonstration définitive de 1l'exis-
tence de variaticns dans 1'activité intracellulaire des ions Ca?*. Notre

étude a porté sur Xenopus, Ambystoma et Pleurodeles.

3.2.4.1. Activité du Ca?* dans les ovocytes non stimulés

L'activité de "repos” des ions Ca?? mesurée avec les microélectrodes
sensibles dans les ovocytes de Xenopus et d'Ambystoma, est respectivement de

0,4 et 0,3 107° M.

3.2.4.2. Réponse caleique aprés stimulation hormonale

Apres injection préalable d'aequorine dans des ovocytes, 1'addition
de progestérone déclenche une variation lumineuse transitocire qui rend compte
d'une augmentation de 1'activité interne du Ca2*. La durée (3 & 6 heures) et
1'amplitude de ces variations sont semblables dans les 3 especes étudiées
(fig. 32). En outre, 1'absence de Ca2* et Mg2+ externes, dont les conséguences
sur la perméabilité membrannaire des ovocytes ont longuement é€té analysées
par ailleurs, n'empéchie pas la manifestation du pic calcique. Ainsiﬂl’éltéra-
tion des perméabilités Na* et K* demeure sans effet sur la libération intra-

cellulaire du Ca?* en présence de progestérons.
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lumiére émise en mi, l'ordonnde de gauche 1l'activité calcique
mesurée avec l'électrode Ca?* sensible.

s
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Dans chague cas, la rupture de la vésjcule germinative survient

2 a 3 heures apres l'émission maximale de lumiére.

L'enregistrement des variations de l'activité du Ca?* intracellulaire
montre une augmentation de l'activité calcique détectable dés les dix pre-
miéres minutes aprés 1'addition de progestérone. L'activité calcique mesurée
par microélectrode passe de 0,7 & 7 uM. Les représentations graphiques de la

figure 33 montrent la parfaite concordance obtenue par ces deux techniques.

Outre 1'activité interne du Ca2, nous avons pu apprécier, avec une
électrode Ca2* sensible placée dans le milieu externe, 1'augmentation de
1'activité du Ca?” externe 30 minutes apreés le traltement hormonal. L'efflux
total correspond & une diminution d'environ 0,03 uM de la teneur en ca?® de
l'ovocyte et correspond a 0,1 % du pic calcique intracellulaire. Cet efflux

n'intervient pas en absence de Ca2* externe.

Aucune variation de 1'activité calcique n'a pu Etre enregistrée
avec les ovocytes de Xenope dont le diameétre est inférieur & 1 mm et gqui
ne répondent jamais & la stimulation hormonale ainsi gu'avec les ovocytes de
Pleurodele de taille normale qui ne maturent jamais pendant la saison de

repos sexuel.

3.2.4.3. Réponse calcique en présence de substances mimétiques

Des substances comme le PHYPS, les ions Mn2* et la valinomycine
induisent la reprise de la mé&lose des ovocytes des trois espeéces d'Amphibiens,
provoguent la dépolarisation membranaire et la diminution de la conductance
ionique bien que leurs effets cecnnus = au niveau membranaire scient tres diffe-

rents (voir chapitre IJ.

L'action du PHWPS et des ions Mn2* (10 mM) se caractérise par une
bréve émission lumineuse enregistrée deés les premiéres minutes, suivie d'une
deuxidme variation transitoire qui débute 2 heures apreés 1l'addition des
drogues et dure environ 3 heures. Les mémes phénoménes sont cbservés en absen-
ce de Ca®* et de Mg2+ externes. La valinomycine, utilisée sur 1’ovocyte
d'Axclotl, ne déclenche qu'un seul pic calcigue, semblable & celui ébﬁéhu

- z . - f el +
avec la progestérone. Aucune réponse n'est enregistrée en absence de-.Ca?

externe.
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Figure 34 : Effet d'un milieu OR2—propionate de sodium dépourvu des ions

Cl™sur la libération de Ca?* induite par la progestérone dans
les ovocytes d'Ambystoma.

A. Libération de Ca®* induite par la progestérone sur wn lot
de 25 ovocytes tncubés dans le milieu propionate Clo deputs

t = — 45 mn. Le progestérone est ajoutée a4 t = 30 mn. Les
ovocytes ont été lavés 4 t = + 13 h 30 m.

B. Libération de Ca®* obtenue dans les ovocytes lavés. t = O
est la fin du lavage.

En A aucun déclenchement de la maturation n'est observé, en

B 21/25 ovocytes ont émis leur premier globule polaire.
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Ainsi que nous venons de le voir, la libération intracellulaire de
Ca?* représente, sans aucun doute, une étape‘éssentielle dans 1l'action de
la progestérone. Elle pourrait bien constituer 1'événement clé, responsable
de la reprise de la mélose puisque cette réponse calcique s'observe avec
tous les mimétiques, y compris la valinomycine. Par ailleurs, il semble
bien gque cette réponse soit indispensable 3 1la maturation puisque des ovo-
cytes de Pleurodéle, bloqués en prophase I pendant leur période de repos
sexuel ne libérent jamais de Ca?® sans 1'effet de la progestérone. Dés lors,
et dans le cadre de cette hypothése, on pouvait effectuer la prédiction
suivante : toute substance capable d’inhiber la reprise de la méiose devrait
empécher également la réponse calcique. C'est,effectivement, ce que nous

avons observe.

3.2.4.4. Inhibition réversible de la réponse calcique
(Publication n° 6)

Le remplacement total ou partiel (1/2) du NaCl présent dans 1'CRj,
par du propionate de sodium inhibe la réinitiation méIotique des ovocytes
d'Axolotl ainsi gue 1'évolution du potentiel de membrane qui reste stable
aprés une hyperpolarisation initisle de 5 mV. Par contraste, l'isethionate,
autre substituant du chlore, ne blogue ni la maturation induite par la pro-

gestérone, ni la dépolarisation membranaire qui 1'accompagne.

L'inhibition cbtenue avec le propionate s'avere réversible par
simple lavage, sans addition supplémentaire de progestérone. Les enregistrement:
effectués démontrent gue seul le traitement au propionate abolit la libération
de Ca?* et gue celle-cil s’effectue au contraire normalement, aprés la procé-

dure de ringage (fig. 34).

Comme le propionate,'la cycloheximide, inhibiteur des syntheses
protéiques bloque de maniére réversible, la reprise de la mélIose des ovocytes
de Xeﬁopus (BALTUS et al. 1973} et de Rana (SAMSON et SCHUETZ, 1879). Cette
drogue n'a pas d'effet sur le potentiel de membrane des ovocytes d’'Axclotl
mais inhibe la réponse calcique, la dépolarisation et la maturation. Cette

inhibition est encore réversible par simple lavage.
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3.2.5. Conclusion

Au cours de ce travall, nous avons montré gque la maturation des
ovocytes s'accompagne

- d'une dépolarisation de la membrane plasmique,

- d'une augmentation de la résistance membranaire,

- d'une diminution de 1l'activité des ions K* intracellulaires,

- d'une libération intracellulaire transitoire de Ca2".

La dépolarisation membranaire qui accompagne la maturation des
Amphibiens est un phénoméne général qui intéresse tant les Anoures (BELLE
et al., 1976 , 1377 b ; MOREAU et al., 1876 c ; WALLACE et STEINHARDT, 1877 ;
KADO et al., 1881 ; ZIEGLER et MORRILL, 1877 ; IWAD et al., 1881) gue les
Urodéles. Cependant, WALLACE et STEINHARD (18977) soulignent gque les ovocytes
de Xenopus, gui ne s'hyperpolarisent jamais aprés dissection de 1l'ovaire
(ovocytes du type dépolarisé) maturent ncormalement et ne se dépclarisent pas
plus fortement gque ceux du type hyperpolarisé aprés traitement & la progesté-

rone.

En travaillant sur des follicules entiers, nous avons montré gue
1'augmentation de la résistance qui accompagne la maturation est consécutive,
d'une part, @ la chute de la composante ohmigue de la jonction ovocyte-cellule
folliculaire, d'autre part, @ la diminution de la sélectivité de 1la membrane
ovocytaire aux ions K*. L'activité intracellulaire des ions K* des ovocytes
de Pleurodele déterminée par la courbe Em = f (Ln[K¥lg) a &té estimée a
47 m Eq/l, valeur nettement inférieure & celles enregistrées chez les Anoures
(Tableau I). Une valeur voisine (54 mM) a été mesurée chez Hyla labialis
(HUNTER et DULUGUE, 1853). Si 1l'on tient compte, cependant, de la concentra-
tion des ions K* extracellulaires (2,5 mM), les valeurs de la pile potassique
Ex sont de l'ordre de - 97 mV pour les ovocytes dela grenouille (PALMER et al.
1978) et de - 92 mV pour les ovocytes de la salamandre (HOROWITZ et al.,

1979) ; elles apparaissent donc du méme ordre de grandeur gque celle calculée

chez le Pleurodele ou a Kg 0,67 mEg (milieu Steinberg)

47 mEqg

a. Kl
Bk

- 107 mV (en milieu Steinberg)
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Les mesures effectuées avec les microélectrodes sensibles donnent une valeur

-~

plus faible puisque

a Kg = 2,5m Eg (milieu ORj)
a Ki = 37 m Eg
Ex £-67,8mV (milieu OR;)

Il est tres vraisemblable que Ey se situe entre - 107 mV et - 67 mV.

Le rapport des perméabilités des follicules de Pleurodéles a été
estimé & 0,034, valeur plus faible que celle rapportée par MORRILL et al.
(18977) chez Rana (0,08) et par O'CONNOR et al. (1877) chez Xenopus. La veleur
de Ex = - 67 mV est trés certainement la valeur la plus proche de la pile
potassique compte tenu du fait gue le rapport PNa/PK est voisin de 0,034 et
que Ex mesurée en milieu ORp est plus proche de la valeur moyenne des poten-
tiels de membrane des ovocytes de Pleurodele. Dans ces conditions, 1'activité
des ions K¥ gui est de 37 m Eg dans les ovocytes non stimulés passe & 16 m Eqg

a la fin de la maturation.

Une modification comparable a été observée lors de la maturation
des ovocytes de Bufo par DICK et HO YEN (1874). Chez cette espéce, la
concentration des ions K© intraovocytaire chute & 15 m Eq. Bien qu'il s'agisse
d’'une mesure de concentration et non d'activité, les auteurs (voir
Tableau I) s'accordent & penser gue tous les ions kK* intracellulaires sont

libres.

>

Outre la dépolarisation membranaire, la pompe Na*-K*, sensible &
1'ouabaine, perd toute activité 2 & 3 heures aprés additicn de la progestérone.
Chez Rana, WEINSTEIN et al. (1982) signalent de méme la disparition d’un
courant membranaire sensible & la strophantidine et une perte d'activité de

la Na K- ATPase.

Enfin, dans les 3 espeéeces d'Amphibiens étudiés, nous avons mis en
évidence une libération de Ca?® intracellulaire gui survient 2 & 3 heures
avant la rupture de la vésicule germinative. Les vérifications réalisées
avec des électrodes sensibles montrent gu’une augmentation significative
de 1l'activité de Ca?* est détectable 10 minutes aprés 1'addition hormonals.

+

Il est & noter que la variation transitoire de Ca intervient

méme en absence de Ca * externe. L'importance de cet événement dans ls
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contrfle du processus de maturation est étayée par les observations suivantes

- Tous les mimétiques testés (PHMPS, Valinomycine, ions Mn2*)

entrainent 3 la fois la libération de Ca2* et la méfose.

- L'injection d’EGTA, réalisée avant l'apparition du MPF, empéche
la méicse (MASUI et al., 1877 ; MOREAU et al. 1876).

- Aucune libération de Ca2' n'est observée lorsque les stimuli
appligués ne parviennent pas & déclencher la reprise de la méiose. C'est le
cas pour des ovocytes de petite taille soumis & 1l'action de la progestérone
et pour les ovocytes de Pleurodele saisis en fin d'eaccroissement et prélevés
pendant la saison de repos sexuel (mai & septembre). Le méme résultat s'obser-
ve lorsgue les ovocytes d’Axolotl sont traités & la progestérone en présence
d'inhibiteurs variés de la réponse biclogique comme la procaine, la théophyl-
line (MOREAU et al. 1980) le propionate de Na ou la cycloheximide (VILAIN

et al. 1980). Le caractere réversible de l’action de ces deux derniers agents

sur la réponse calcique et sur la maturation est particuliérement suggestif.

En fait, la cyclocheximide, qui n'exerce aucun effet sur les propriétés
électrophysiologiques de la membrane ovocytaire, inhibe non seulement la 1ibé-
ration de Ca2’, mais aussi les synthéses protéiques, la phosphorylation des
protéines et la formation du MPF. Les données que nous avons rassemblées ne
permettent pas d'assurer qu'une synthése‘protéique soit nécessaire pour ob-
tenir la libération du calcium intracellulaire. En eftet, la cycloheximide
conserve son sffet inhibiteur dans le cas des maturations induites par ion-
tophorése calcique (MOREAU et al., 1976c) cu par application de 1'icnophore
A 23187 (WASSERMAN et MASUI 1875 bl). L'action de la cycloheximide pourrait
donc s'exercer indépendamment sur deux processus tres différents : la libé-
ration de Ca?’ et la synthése protélique, processus qui apparaissent tous

deux 2galement nécessaires au succes de la maturation.
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CHAPITRE 4

DISCUSSION GENERALE

En présence de progestérone, les ovocytes des Urodéles évoluent
normalement depuls la prophase I jusqgu'a la métaphase II ; tous les événe-
ments morphologiques décrits chez les Anoures sant parfaitement visibles
"in vitro". Cependant, les ovocytes de Pleurodéle sont insensibles & 1'action
de la progestérone pendant la période de repos sexuel - mal & septembre -
dans nos conditions d'élevage ; cette période de iblocage de la maturation,

jamais observée chez 1'Axolotl, nous incite & reconsidérer le rdle physio-

logique des cellules folliculaires.

Nous avons montré pour la premiére fois chez les Amphibiens 1'exis-
tence d'un couplage ionique entre les macrovillosités des cellules follicu-
laires et la membrane plasmique de l'ovocyte par l'intermédiaire des jonc-
tions "gap”. On sait que la perméabilité de ces complexes jonctionnels est
sensible & la concentration interne des ions Ca?* libres puisgu'en effet
leur augmentation intracytoplasmigue réduit la perméabilité des jonctions
'bap"” (ROSE et LOEWENSTEIN, 1875). Lors de la reprise de la méiose dvocytaire
des amphibiens, 1'augmentation de 1'activité ionigue du Ca?* intracellulaire
est décelable aprés dix minutes dfincubation hormonale ; le découplage ilonigue
des cellules folliculaires peut é&tre enregistré au bout de quatre vingts
minutes ; 1l est total au dela de 3 heures, moment od la libération transi-
toire de Ca?* est & son maximum. On pourrait penser gue les cellules follicu-
laires exercent un contrdle négatif permanent sur le déclenchement de la
méiose et que la libération intracellulaire de Ca2* cermet de lever ce con-
tréle en rendant la jonction imperméante. C'est dans ce sens gue NoUsS pOUVONS
-interpréter les vraies maturations obtenues aprés défolliculation. Nous
pensons gue les ions Ca2* intraovocytaires régulent directement la permea-

bilité des jonctions ; pendant la période de repos sexuel, la progestérone
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et méme ses mimé&tiques se révelent inefficaces & déclencher la réponse
calcigue ; le découplage ovocyte-cellules folliculaires ne peut avoir lieu.
Pour gue la démonstration soit complete, il suffirait de tester le couplage
ionique d'une part en présence de progestérone et d’autre part en injectant
des ions Ca?* pendant la périocde -de blocage. L'injection intracellulaire
simultanée de substances fluorescentes de différents poids moléculaires et
d'ions Ca?* serait ggalement fort utile bien que la faible taille des

cellules folliculaires constitue un obstacle majeur & la réalisation de

ces expérimentations.

Outre que la défolliculation déclenche la reprise de la méiose ovo-
cytaire des Amphibiens, elle stimulerait, selon certains auteurs (ZIEGLER
et MORRILL, 1877 ; WALLACE et STEINHARDT, 1877), l'activation de la pompe
Na-K qui entrainerait une hyperpolarisation de plus de 30 mV. La situation
est différente chez le Pleurodéle o0 le potentiel de membrane des ovocytes
folliculés ou dénudés, est un potentiel de diffusion aux ions K¥ et Na*. Le

~

transport actif Na-K, sensible & 1'ouabaine ne contribue que pour guelgues
millivolts (-5 & - 7 mV) & la valeur du potentiel de membrane. Cependant,
aprés 3 heures environ d'incubation hormonale , la pompe Na-K cesse son
activité. Or, VITTO et WALLACE (1876} et nous mémes avons montré gue 1'cuabaine
inhibiteur de la Na-K-ATPase, facilitait la reprise de la mélose induite par
la progestérone. Ce méme glycoside cardiaque produit une diminution du cou-
plage électrique des cellules du muscle cardiaque (WEINGART 1877); le maintien
d'un gradient électrochimique membranaire des ions Na® par une pompe élec-
trogéne est essentiel pour preéserver les jonctions cellulaires (DE MELLO 13878 ;
COHEN 1877). Il est possible d'envisager que la pompe Na-K participe & la
régulation hormonale des jonctions "gap” ovocytes-cellules folliculaires.
Ainsi, 1'activité "im vitro” de la Na-K ATPase ovarienne de Rhodnius prolixus
est accrue par l'hcrmone juvénile (BDAVEY et HUEBNER, 1974 ; ABU-HAKIMA et
DAVEY, 1879]). Chez le Pleurodeéle, l'arrét de la pompe Na-K survient au bout

de la 3eme heure d’incubation hormonale, moment ot la libération intracellu-
laire des ions Ca?* est maximale et ol le découplage ionigue entre les cellu-
les folliculaires et 1'ovocyte est total . MORRILL et al. (1971) ont suggéreé
que la libération intracellulaire de Ca?* pourrait inhiber la pompe Na-K,
tandis gque KdSTELLDW et al. (1982) démontrent gque la forte affinité de 1'oua-

baine tritiée pour le complexe enveloppe vitelline-membrane plasmique des
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ovocytes de Rana disparait en présence de progestércne. L'hormone serait
donc capable de se fixer sur les sites membranazires de la Na-K ATPase.

Afin d'éclairer ce probléme, il serait particuliérement utile de tester si
1'arrét de la pompe se produit également lorsque la reprise de la mélose

est déclenchée par de§3mimétiques de 1'hormone cu si 1l'injection intracellu-

laire de ca?” produit & elle seule cet effet.

Un travail récent apporte un éclairage trés intéressant concernant
le rfle des cellules folliculaires dans le déclenchement de la maturation
des follicules entiers de Rana (WEINSTEIN et al. 1983) par des extraits
hypophysaires. Une augmentation immédiate de la conductance potassigue
provogue une hyperpolarisation du follicule. Aucun effet semblable n'est
observé avec la progestérone ; l'hyperpolarisation ne peut avoir lieu gue
si les cellules folliculaires sont couplées ioniquement & 1l'ovocyte. Il
s'agit de savoir si 1'augmentation transitoire de la conductance potassigue
intéresse tout le plasmalemme ovocytaire ou ne s'établit que par l'intermé-
diaire des jonctions. Cependant, ce changement de la conductance potassigue ne
semble pas nécessaire au déclenchement de la maturation puisqu'en présence
de progestérone et de ses mimétiques, les ovocytes se dépolarisent de maniere
lente et continue. Cette dépolarisation membranaire résulte de la réduction
de la sélectivité de la membrane aux ions K* qui accompagne d'ailleurs dans
le temps la libération intracellulaire des ions Ca?*, Selon MORRILL et
ZIEGLER (1880} la diminution de Py serait seule responsable de la diminution
du rapport Ppa/Pk puisgue 1'influx de 22Na ne vafie pas au cours de la matu-
ration des ovocytes de Rana. Chez Xencpus, O'CONNOR et al. (1877) affirment
au contraire que 1’'influx de Na® est multiplié par 5 et SCHLICHTER [1983]
enregistre une augmentation de [Na*]i responsable de l'apparition de poten-
tiels d'action spontanés entre la métaphase I et la métaphase II des ovocytes
de Rana. Chez les Urodéles, l'activité intracellulaire des ions Na® au cours
de la maturation n'a pas été testée et nous ne pouvons affirmer si la perméa-

bilité sodique est modifiée.

Nous avons personnellement montré que les ions CaZ* et Mg2+ externes
stabilisent la structure de la membrane et contrdlent les conductances sodi-
que et potassique de maniére comparable & la situation décrite pour les mem-

branes excitables (FRANKEUHAEUSER et HODGKIN, 1957). Comme l'ont démontré
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BRUMMETT et DUMONT (18768}, il existe des charges négatives & la surface
membranaire des microvillosités des ovocytes de Xénope ol les ions divalents
agiraient comme il est supposé dans le cas des surfaces membrannaires des
cellules nerveuses (GILBERT et EHRENSTEIN, 1968), soit par un effet d'écran,
soit par fixation sur les sites négatifs. Dans une grande variété de cellules
dont les ovocytes de Rana piptens (MORRILL et al., 1964) le calcium extra-
cellulaire détermine le taux intracellulaire de sodium et de potassium. On
pouvait donc penser que les ions Ca%* externes éﬁaient indispensables & 1la
reprise de la mé&lose ainsi que MERRIAM (1971 a) l'avait affirmé. Nous montrons
cependant que les maturations des ovocytes de Pleurodele et d'Axclotl se
déroulent normalement jusgu'a la métaphase II en absence de Ca®*. Ces données
nous permettent d'affirmer que la réponse calcique n'est pas due & 1l'augmenta-
tion d'un influx d’ions Ca2* et gu'elle survient mé&me guand les propriétés

membranaires sont considérablement perturbées.

La libération des ions Ca2* intracellulaires s'avére au contraire
d'autant plus importante gu'elle ne se produit jamais pendant la péricde de
repos sexuel ol les ovocytes de Pleurodéle méme soumis & la progestérone ne
subissent ni maturation, ni modification de leurs paramétres électriques
membranaires. On peut supposer que la libération de Ca2* dans 1'ovocyte modifie
la perméabilité membranaire. Ainsil, dans des systémes cellulaires aussi divers
que les globules rouges (WHITTAM, 1988 ; LEW 1888 ; ROMERD et WHITTAM, 1871)
les cellules hépatigues (VAN ROSSUM, 1970) et les neurones d'escargot (MEECH
et STRUMWASSER, 1870) toute augmentation du Ca?* intracellulaire s'accompagne
d'un accroissement de la perméabilité aux ions K*. Or, nos résultats font
apparaitre un mécanisme inverse puisque la maturation des ovocytes s'accompagne
d'une augmentation transitoire du Ca?® intracellulaire et d'une diminution de
la perméabilité potassique. Une intéressante perspective de recherche consis-

tera donc & vérifier si 1l'introduction iontophorétigue de Ca®* 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 Cal® intracytoplasmigue
(BLAUSTEIN et HODGKIN, 1969 ; BAKER 1372) : la sortie de Ca?* est couplée

avec l'entrée de Na®*. Cet efflux de Ca?* ATP-dépendant est blogué en milieu
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dépourvu de Na* (DIPOLO et BEAUGE, 1979). Or, un tel milieu entraine une
hyperpolarisation transitoire des ovocytes de Pleurodele. La phase d'hyper-
polarisation pourrait résulter de l'inversion du mécanisme d'échange Na-Ca
(sortie de Na', entrée de Ca?®) en admettant comme 1'ont fait de nombreux
auteurs {(MULLINS 1877 ; HORACKOVA et VASSGRT, 1979} fue cet échange est

>

électrogéne et en faveur de l'efflux sodique. Le retour & la valeur de Em
pourrait &tre attribué a l'arrét de 1'échange Na-Ca. Au cours de la matura-
tion, nous avons enregistré 1'évolution d'un efflux calcique contre le gra-
dient électrochimique qui nous laisse supposer gue cet efflux est couplé

ad une entrée de Na* qui ne peut plus 8tre compensée par la pompe Na-K bleguée
dés la 3éme heure de la maturation. Un tel mécanisme entrainerait un accrois-

sement de l'activité intracellulaire de Na*.

' L'excitabilité électrique é&tait considérée comme une caractéris-
tique spécifique de certaines cellules hautement différenciées comme les
cellules nerveuses et musculaires. Il est devenu évident gue cette propriété
se retrouve méme au niveau des ovocytes non maturés et dans les osufs des
animaux appartenant & des phylums trés différents. Chez les Amphibiens
Anoures, il est possible d'activer des canaux membranaires (BAUD et al., 1882 ;
SCHLICHTER, 18983 ; MILEDI 1982 ; BARISH 18983) alors gqu'en utilisant les mémes
techniques de voltage imposé; nous n'avons pu, jusqu’a présent, activer ces

mémes canaux membranaires dans les ovocytes de Pleurodeéle.

Cette différence au niveau des propriétés membranaires se révéle
trés importante quand on sait que les oceufs des Anoures, monospermiques,
présentent un potentiel d'activation dés la pénétration du spermatozoide
alors que les oeufs de Pleurodéle, polyspermiquesyne révelent aucune varia-
tion significative de leur potentiel de membrane au moment de la fécondation
(CHARBONNEAU et al. 1883].

L'absence de potentiel de fécondation de 1'oeuf d'Urodele semble
compatible avec la théorie du blocage électrique & la polyspermie, développée
parL“A. JAFFE(1876, 1980). Les mécanismes moléculaires dépendants du potentiel
susceptible de réguler 1'interaction des gamétes sont & rechercher. Selon
GOULD-SOMERO (1881), 1l'activation locale des canaux sodiques par le spermato-

zoide suffirait & déclencher les réactions d'activetion de 1l'oeuf gui excluent
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la pénétration des spermatozcides surnuméraires.

L'utilisation des techniques de bruit membranaire ou de patch-
clamp devrait nous permettre de détecter les variations les plus précoces
de la perméabilité de la membrane lorsgue celle-ci interagit soit avec
1'hormone dans le cas des ovocytes spit avec le spermatozolde dans le cas
de 1'oeuf. Il convient de rechercher quels mécanismes communs peuvent sous-
tendre ces phénoménes de blocage et de déblocage qui paraissent régulés par
des états transitoires de la membrane plasmigque et qui impligquent toujours

1'intervention des ions calcium.
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Caractéristiques éleciriques membranaires des ovocytes
de Pleurodeles waltlii Michah (Amphibien Urodéle).

par J. P. ViLamx, A, Carvrox et P. Gurneaver.

La membranc cellulaire des ovocytes est électriquement polarisée,
douéde de permiéabilité plus ou moins forte, voire sélective, vis-a-vis des
substances susceptibles de la traverser, et en particulier des ions. 1l en
résulte des propriétés électriques passives que nous nous sommes pro-
posé de mesurer sur les ovoeytes d'un Amphibien Urodéle : Pleurodeles
waltlii Michah.

Les nombreuses études réalisées sur les systémies membranaires
entourant les ceufs d’Echinodermes, de Téléostéens et d’Amphibiens (1
a {) ont permis de déterminer un polentiel membranaire (PM), une
résistance électrique (R), el une capacité (C ). De plus, certains

(1) A. Tyler, A. Monroy, Cy Kao et H. Grundfest, Biol. Bull., 19535, t. 109, p.
352

) Cy Kuo, J. Gen. Physial., 1956, L. 10, p. 107,

(31 T. Macevo, J. Gen. Physiol., 1959, t. 43, p. 139,

(41 G. A Morrill et DL B Watson, J. Cell Physiol., 1968, t. 67, p. 85.



auteurs (3, 5) précisent que la valeur du PM différe largement selon le
degré de maturité des ovoeytes de Batraciens anoures tels que le Cra-
paud et le Xénope.

Cette présente nole coanstitue une ¢tude concernant la détermination
des caractéristiques électriques membranaires des ovocytes de Pleuro-
deéle.

Techniques, - Les ovocyles sont libérés de Povaire aprés ouverture
de la cavité abdominale de la femelle ; ils sont isolés et équilibrés pen-
dant 4 heures dans le milieu de Steinberg dont la composition ionique
en mM/1 est la suivante : NaCl == 538 ; KCl = 0,67 ; Ca (NO,) 4l,0 =
0,33 ; Mg80, TH,O = 0,83. La solulion est tamponnée par un mélange
Tris-HCI qui maintient Je pH a une valeur de 7,4,

Toutes les expériences sont réalisées a la température ambiante (20
a 22°C) sur des ovocytes parfaitement sphériques dont le diamétre est
compris. entre 400 et 1400 w.

c /]
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Fig. 1. — Schéma du montage utilisé pour Penregistrement du potenticl de
membrane et de Ia résistance de membrane des ovocytes.
ml. microélectrode d’enregistrement ; m2. microélecirode de stimulation ;
Ov. ovacyte ; C. cuve ; G. générateur de courant coostant ; CI. changeur

d’impédance ; 0.C.1, premiére voie de Poscilloscope ; 0.C.2. deuxiéme voie de
I'oscilloscope.

Les ovocytes sont placés sur un drain de 400 p de diametre, leur
maintien étant assuré par une pression négaiive de quelques milli-
metres d’ean (6) (fig. 1).

Le PM est mesuré cnire une élecirode indifférente et une microdlec-
trode remplie de KCI 3 M implantée dans Povocyte (fig. 1). Le diamétre
a la pointe de cetie microélectrode est au maximum de 0,5 u, sa résis-
tance est comprise entre 5 et 15 MQ. Les électrodes soni relides a un
changeur d’impcédance (7) par Pintermédiaire de deux électrodes aun

3 Y. Kanno et W. R, Loewenstein, Exp. Cell Res., 1963, t. 31, p. 149,
(61 Do AT, Dick et S0 Go A Me Laughlin, J of Physiol.,, 1969, t. 205, p. 271
(71 J. Cheval, Bull. dinformation Techoique CNRS, n° 2 mai 1066,



calomel impolarisables. L'application de courants polarisauts, permei-
tant la mesure de lu résistance et de la capacité membranaire, est réa-
lisée a I'aide de fa deuxiéme microélectrode.

Résultals. — 1. POTENTIEL DE MEMBRANE. -— Il est bien connu que
Povoeyte, prelevé dans Vovaire, est entourd d’un systéme membranaire
complexe présentant de Pinlérieur vers Pextérieur : le plasmalemme, la
zona radiata, les cellules folliculaires et Vépithéliam interne de Vovaire
(8). De ce fait, cet ensemble membranaire, trés élastique, constitue un
obstacle & Ia pénéiration de la microélecirode : en effet, lorsque la
pointe de celle-ci est au contact de la surface membranaire, il se pro-
duit une petite invagination accompagnée d’une variation de potentiel
de — 10 4 — 153 mV ; elle correspondrait, selon certains auteurs (5), a
Pinsertion de la microélectrode dans Pespace formé par la membrane

<&

B
v
{

-50mV

Fig. 2. — Evolution du potentiel lors de la péxllétration de la microélectrode
dans ’ovocyte.

A. pénétration de la microélectrode ; B. retrait de la microélectrode.

épithéliale ¢t la membrane ovocytaire. La pénétration dans le cyto-
plasme s’accompagne d’une bruscque chute de potentiel, celui-ci se sta-
bilisant en quelques minutes a une valeur comprise entre — 30 mV et
— 70 mV.

Ces résuliats (fig. 2) sont semblables 4 ceux obtenus sur les ovocytes
de Bufo bufo (3), de Rana pipiens (4) et de Xenopus laevis (5) bien que,
chez ce derunier animal, les valeurs du PM mesurées soient plus faibles.

Nos résultats montrent que le niveau de PM atteint dépend du dia-
meétre des ovocytes. comme Vatteste la fig. 3.

De plus, ce potentiel ne dépend pas du licu de pénétration, indi-
quant, semble-t-il, que la membrane cellulaire est éleciriquement homo-
géne. A Pappui de cette hypothese, signulons que des ovocytes de
grande taille, caractérisés par une hétérogéndéité de pigmentation entre

(8) H. Wartenbery et W. Schmidt, Z. Zellforsch,, 1961, t. 54, p. 118.



le poéle animal et le pdle végétatif, ne présentent aucune diflérence
significative entre les valeurs du PM enregistrées dans I’bémisphére
animal et dans ’hémisphére végétatif (tableauw). II faut enfin remar-
quer fue, pour ces mémes ovocytes, les valeurs de PM sont trés disper-
sées. Cette dispersion semblerait montrer que ces cellules de diametre
égal sont 4 un stade de maturité différent.

II. RESISTANCE ET CAPACITE MEMBRANAIRES. — Résistance. -— La
valeur de la résistance membranaire (ry) de 'ovocyte est déterminée
par la pente dV/di des courbes voltage-courant. Le tracé de la fig. 4

PM;
mv
804 . O
-
i $
L] o [ ]
20 . . e :.
[ % 2 . [N *
L] = o0 . * * " L ]
- -e ®
. Ty et tTd.slel
$0 4 L Y % .o . . .
P . e . .
-3 $°. . T .
[ R J [
e .30 *. °* L g
504 L] . * e L ] °
e hd b
0= L4 ¢ ®
o e :
404 hd o e ]
L ]
LK ]
®
*
304 ¢ -
L ]
204
=
Yac0 800 800 1000 1200 1400
diamétre en P
Fig. 3. — Amplitude du P.M. en fonction du diamétre des ovocytes.

donne un exemple de la variation du potentiel en fonction du temps,
lors de P'application d’un échelon de courant rectangulaire de part et
d’autre de la membranec. Cette variation est exponentielle, elle montre
que la membrane est constituée, d’'un point de vue électrique, d’une
résistance et d’'une capacit¢ en paralléle, La fig. 4 montre la relation
classique. voltage-courant d’un ovocyte dont la membrane ne présente
pas de propriétés de rectification (la courbe reste linéaire).

Connaissant le diamétre, la résistancé totale (r,) de Povocyte est
convertie, en la multipliant par la surface membranaire de la cellule,
en une résistance spécifique R (Q.cm?) (1, 2).



Les valeurs de R, que nous avons obtenues sont de lordre de
3000 Q.cm? pour les petits ovocytes et de 135.000 Q.cm? pour les ovo-
cytes de grand diame¢tre. Ces résultats sont comparables a4 ceux trou-
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Fig. 4. — Relation voltage-courant d’un ovocyte (PM : —63 mV ; diameétre :
1154 ). Enregistrement de la variation de potentiel pendant lapplication
d’un courant.
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Fig. 5. — Relation entre le log de R, et le diametre des ovoeytes.

droite de régression y = 0,00081 x + 3,13 (v = 0,80).

Fig. 6. — Relation entre le P.M. et log. de R
droite de régression v = 43,8 x ~— 124,6 (r = 0,93).

vés par Maeno (3) sur les ovocyles de Bujfo bufo (R, = 25.000 Q.cm?).
I faut signaler que la résistance totale (r,), mesurte dans nos condi-
tions expérimentales, englobe la résistance de lu membrane ovocytaire



et la resistance de Pépithélivm interne de Povaire @ celle-ci peut étre
considérée comme négligeable, car Kunno et Loewenstein (5) estiment
sa valeur & moins de 2,5 p. 100 de la résistance totale.

! PM en mV lNombra d'ovocyles testés#;
! , g i
|| Hémisphére animal.. .. .. | 62,13; 5 = 10,47 30 ’{
. Héwmisphére végétatif.... 61,72, s = 10,98 | 22 .i

Valeurs moyennes du PM cnregistrées dans 'hémisphére animal
et dans I'hémisphére végétatif.

Enfin, la résistance spécifique (R,) dépend, comme pour le PM, de la
taille des ovocytes (fig. 5). L.a corrélation entre le logarithme décimal
de la R, et le diamétre des ovocytes est trés significative (r = 0,90).
Le fait que le PM et le logarithme décimal de la R, dépendent tous
deux du diamétre met en évidence unc relation entre le PM et le
log. R, (fig. 6), Ia corrélation entre ces deux paramétres étant treés
significative (r = 0,93). Ces résultats sont conformes a ceux obtenus
‘par Kanno et Loewenstein (3) sur les ovocytes de Xénope.

Capacité. — La valeur de la capacité membranaire est calculée 2
partir de ’équation suivante : r, = R.C,

1, définit la constante de temps ; elle correspond dans le cas d’une
sphere, donc de Povocyte, au temps mis par la variation du potentiel
provoquée par lapplication d'un courant rectangulaire de part et
d’autre de la membrane pour atteindre 63 p. 100 de la valeur initiale.
T, est ainsi calculée graphiquement & partir des tracés semblables a
celui de la fig. 3. Les valeurs de C,, se situent entre 4,8 et 8,8 nF/cm?
(moyenne : 6,3 nF/cm? o = 1,3). Ces résultats sont sensiblement iden-
tiques & ceux obtenus sur les ovocytes de Bufo bufo (3) (entre 6 et
11 pF/cm?) et sur les ovocytes de Xenopus lacvis (3) (5,4 = 0,7 uF/
cin?),

Conclusion. — I’analyse de la variation du PM et de la résistance
membranaire en fonction du diamétre des ovocytes de Pleurodeles
montre que la maturation de ces cellules est associée a une augmen-
tation de la valeur du potentiel et de la résistance. Les variations des
paramétres ¢lectriques doivent résulter, dans de telles conditions,
d’une évolution de la perméabilité membranaire des ovoeytes. Ceei
s’accorde avec les observations de Maeno (3) ui démontrent que le
PM des jeunes ovocytes correspond principalement & un potentiel de
pile de concentration aux ions K* (la conlribution des ions Cl- et Na*
au maintien du PM étant trés faible), landis que, pour les ovocytes
murs, la permdéabilité n’est plus attribuable uniquement aux ions K-,
Ainsi, Vévolutien précise des carvactéristiques électriques passives,
térmoins des modifications de la perméabilité ionique membranaire, va
nous permettre de déterminer, grace a P'étude des eflets de milieux de



conceniration anormale, notamment en ions K* et Na*, Pévolution des
conductances ioniques pendant la maturation des ovocytes de Pleu-
rodeles.

(Laboratoire -de Physiologie cellulaire
el Laboraloire d’Embryologie expérimentale, U.ILR. de Biologie,
Université des Sciences el des Teshniques, B.P, 3G, 39 - Lilie).




Publication n® 2

- J.P. VILAIN, A. CAPURON et P, GUILBAULT, 1971 : Influence des
cations monovalents K* et Na* sur le potentiel intracellulaire
des ovocytes de Pleurodeles waltlii Michah (Amphibien urodéle).
C.R. Acad. Set. Paris, 276, 573-576.



C. R. Acad. Sc. Paris, t. 276 (22 janvier 1973) Série D — 573

PHYSIOLOGIE CELLULAIRE. — Influence des cations monovalents K* et Na*
sur le potentiel intracellulaire des ovocytes de Pleurodeles waltlii Michah. (Amphi-
bien Urodéle). Note (*) de MM. Jean-Pierre Vilain, Alfred Capuron ct Pierre
Guilbault, présentée par M. Louis Gallien.

Les modifications de la concentration des cations K+ et Na+ dans le milicu de Steinberg mettent
en évidence le réle de ces ions dans le maintien du potentiel intracelulaire des ovocytes de Pleuro-
dele. La technique électrophysiologique utilisée montre une contribution importante, mais non exclu-
sive du potassium et, 3 un degré moindre, celle du sodium.

Nous avons montré, antérieurement, la présence d’un potentiel intracellulaire
(P. M.) a travers le complexe membranaire (plasmalemme, épithéliums folliculaire
et ovarien) entourant ovocyte de Pleurodeles waltlii. L’amplitude du potentiel
différe selon le degré de maturité des ovocytes. En effet, I'ovogenése s’accompagne
d’une augmentation de la valeur du P. M. de — 30 4 — 70 mV (!). Dans le méme
temps, la résistance membranaire spécifique (R,,) autre caractéristique électrique
passive de I'ovocyte augmente de 3 000 4 15000 Q.cm?. La valeur de la R, laisse
supposer que ce complexe membranaire est doué d’une perméabilité extrémement
réduite, diminuant au cours de la maturation. Il'était donc intéressant de connaitre
la nature des diverses espéces ioniques qui, par leurs mouvements, maintiennent une
différence de potentiel entre les milieux intra- et extra-ovocytaire. Pour ce faire,
nous avons étudié les modifications du potentiel de membrane des ovocytes induites
par des changements de concentrations ioniques.

TecHNIQUES. — Les expériences sont réalisées sur les ovocytes isolés de Pleurodéle. Le potenticl de
membrane (P. M.) est enregistré selon la technique de dérivation transmembranaire (1),

Le milieu de survie utilisé cst le liquide de Steinberg dont les concentrations des ions K+ et Na+ sont
respectivement de 0,67 et de 58 mEq/l. Les solutions hyperpotassiques résultent de P'apport d’ions K+ sous
la forme de K,S04. L'apport de K,SO4 entraine corrélativement une augmentation de la pression osmo-
tique par rapport A celle de la solution de référence. Il n’a pas été tenu compte de cette augmentation, celle-ci
restant trés faible. La concentration potassique externe ([K*],) est réduite en dec¢d de 0,67 mEg/l en dimi-
nuant la concentration de KClI du milieu de Steinberg. Les milieux hyposodiques résultent de la diminution
de la concentration de NaCl, [Cl-], étant maintenue constantc par apport de chlorhydrate de choline.

RESULTATS. — A. Réle éventuel des épithéliums folliculaire et ovarien dans
les échanges avec le milieu externe. — L’ovocyte est entouré intimement par les cel-
lules folliculaires et le feuillet interne de I"épithélium ovarien, il était donc nécessaire
de connaitre Pinfluence éventuelle de ces épithéliums sur le P. M. Pour 75 ovocytes,
dont les diamétres sont compris entre 800 et 1 300 u, la valcur moyenne du P. M.
est de — 62,84 mV (o = 7,02). L’ablation des adhérences épithéliales n’entraine
aucune modification significative du P. M. puisque sa valeur moyenne est de
— 61,66 mV (o = 10,56).

Dans ces conditions, les épithéliums entourant 'ovocyte ne présentent aucune
incidence sur la mesure du potentiel intracellulaire. En outre, les travaux de Kanno
et Loewenstein (?) démontrent leur faible résistance électrique chez Xenopus lacvis.

Ces résultats laissent supposer que ces ¢pithéliums constituent une barriére

[
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extrémement diffusible aux ions et ne perturbent donc pas les échanges entre le
milicu intra-ovocytaire et le milieu externe.

B. Influence de [K*], sur le P. M. — Pour l’intérprétation des résultats, il a
été tenu compte du diameétre des ovocytes.

Les valeurs de P. M. obtenues pour les différentes [K *], se fixent & un niveau
stable plus ou moins rapidement, généralement aprés 2 mm d’action de ces milieux
pour les petits ovocytes et aprés une douzaine 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 4gé (courbe B) en fonction du temps d’appli-
cation du milieu de Steinberg enrichi 10 fois en ions K*.

. P.M.
Q°_7J = Kn(qﬁ (mV)
~409 A -804 as0 100y
M. / R
- s i
- —-604 ™1
_50- B 100403, \
401 N
-60- R NS
_20,‘ \:\
~70- " :
0 4 8 12 mn 0 067 268 67 134 K mey

Fig. 1 Fig. 2

Fig. 1. — Influence d’un milieu hyperpotassique ([K*], x 10) sur le P. M. des ovocytes. Courte A :
ovocyte de diamétre : 530 u. Courbe B : ovocyte de diamétre : 960 p.

Fig. 2. — Variation du P. M. (échelle linaire) en fonction de la concentration extracellulaire de potas-
sium (échelle logarithmique).

Dans tous les cas, la variation du P. M. est réversible. Les résultats, ainsi obtenus,
indiquent que le milieu dépourvu en ions K* n’entraine qu’une faible hyperpolari-
sation alors que lec milieu enrichi en K provoque des dépolarisations trés nettes et
d’autant plus importantes que [K*], est plus forte ( fig. 2) :

— Pour des ovocytes de grande taille (950-1 400 p) la relation P. M. = f(log K,)
est linéaire lorsque [K*], est supéricure & 2,68 -mEq/l. La pente de la droite est
de 44 mV lorsque [K*], varie d’un facteur 10. Lorsque [K*], est inférieure a
2,68 mEq/}, le P. M. varie faiblement.

— Pour des ovocytes plus petits (500-600 p), le P. M. reste quasi stablc pour
[K*]. variant de 0 &4 4 mEq/l. A partir de cette concentration, il diminue lindairemcent
avec le logarithme de [K*], ; la pente de la droite étant de 40 mV pour une variation
de dix fois [K*]..

Par ailleurs, la figure 2 permet de préciser que le P. M. varie notablement & partir
d’un seuil de concentration en ions K* d’autant plus faible que le diamdtre des
ovocytes est plus grand.
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C. Influence de [Na*], surle P. M. — Lors de application d’un milieu dépourvu
en ions Na ¥, le complexe membranaire de I’ovocyte peut réagir selon trois maniéres
différentes :

— Lorsque les ovocytes matures (950-1 400 p) sont immergés dans un milieu
dépourvu de Na, il se produit un effet hyperpolarisant qui ne dure que quelques
minutes, puisqu’aprés 10 mn le P. M. reprend sa valeur initiale (fig. 3, courbe B).

+*
N2 mE 58 Na mEq) sg
e 0 h = 0
-40+ .30
_ _\.\ PM.
501 Vs mngs =0 0= A (mV) -35 ,\.
PM. - . ° \.
(mV) ~60- _40 . / \o—a\._.—.
\\/_./'
704
0 2 4 6 8 1012 mn, o 2 4 é 8 ma
Fig. 3 Fig. 4

Fig. 3. — Evolution du P. M. au cours du temps en milieu [Nat], = 0. Courbe A : ovocyte de diametre :
570 u. Courbe B : ovocyte de diamétre ; 960 p. ’
Fig. 4. -— Evolution du P. M. au cours du temps en milieu [Na*], = 0. Ovocyte de diamétre : 530 y.

— Pour ce qui est des ovocytes immatures (500-600 p) deux-effets opposés sont
observés.

a. Certains ovocytes s’hyperpolarisent progressivement de quelques millivolts,
effet qui peut étre attribué a la fuite des ions Na™* vers le milieu externe. Aprés 2 ou
4 mn, 'amplitude du P. M. atteint une valeur maximalec qui reste stable pendant
toute la durée d’action du milieu anormal ( fig. 3, courbe A).

b. D’autres ovocytes, par contre, se dépolarisent transitoirement sous ’action
du milieu sans Na ( fig. 4) pour finalement recouvrer leur polarisation membranaire
initiale, L’amplitude maximale de la dépolarisation transitoire est en moyenne de
4 3 6 mV. Les effets des milieux hyposodiques sont semblables & ceux qui viennent
d’étre décrits, ils sont seulement moins amples et d’autant plus faibles que [Na*], est
proche de la valeur normale. ’

DiscussioN. — Les résultats présentés concernant 'influence des cations mono-
valents sur le P. M. mettent en évidence la contribution importante, mais non
exclusive, des mouvements des ions K* et, pour une moindre part, ccux du sodium
dans le maintien du P. M., puisqu’il a été moatré que les ions Cl ~et Ca™ * nc scm-
blent jouer aucun rdle (3). ‘
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Si le potassium est distribué passivement, le P. M. peut étre représenté par
I’équation de Nernst.

o+
P. M. = 58 log gé]]' (320°C)

Une augmentation de dix fois [K *], entraine, dans ces conditions, une variation
de 58 mV. Dans nos expériences, les variations de potentiel enregistrées sur les ovo-
cytes de petite taille (40 mV) et de grande taille (44 mV) sont inférieures a celles
prévues par la relation de Nernst. On peut en déduire que le potentiel de membrane
n’est pas dii & un potentiel de pile de concentration aux ions K*. En effet, bien que
le complexe membranaire des ovocytes soit faiblement perméable aux ions Na*,
la participation sodique ne peut étre négligée, contrairement aux conclusions de
Maeno (%) sur les ovocytes de Bufo bufo. Cependant, il n’est pas possible d’expliquer
actuellement les variations complexes du P. M. en absence de sodium. La difficulté
d’interprétation de ces derniers effets est & rapprocher des observations de Dick et
Lea (°) : en absence de sodium, 'efflux sodique diminue avec le temps pour certains
ovocytes de Bufo, alors que pour d’autres ’efflux augmente. Ces mémes auteurs (%)
montrent que cet efflux de Na* est dil 4 un transport actif.

En conséquence, P'ovocyte de Pleurodéle n’est pas en équilibre thermodyna-
mique avec le milieu extérieur au cours de 'ovogenése. Il est donc permis d’invoquer,
dans ces conditions, un mécanisme actif du transport des ions Na™*.

(*) Séance du 9 octobre 1972.

(1) J.-P. ViLaN, A. CAPURON et P. GuiLBAULT, C. R. Soc. Biol., 165, 1971, p. 1594-1600.
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BIOELECTRICITE. — Contribution des cations divalents au maintien du potentiel de
membrane des ovocytes de Pleurodeles walllii Michah (Amphibien Urodéle). Note (*) de
Jean-Pierre Vilain, présentée par M. Alfred Fessard.

L’augmentation ou la suppression de la concentration des ions Ca** et Mg** ne modifie pas
significativement Ja valeur du potentiel de membrane (E, ) des ovocytes de Pleurodéle. Cependant, Paddition
d’agents chélateurs, tels que 'EGTA et PEDTA 2 des solutions dépourvues des ions divalents, entraine une
dépolarisation et une augmentation de la conductance membranaire. On cn déduit que les ions Ca™* * et
Mg* * sont nécessaires pour stabiliser la membrane plasmique des ovocytes.

When the external concentration of Ca and Mg is changed, the oocyte membrane potential, in the Urodela
Amphibian: Pleurodeles waltlii, is not significantly modified. The addition of chelator agents, EGTA and
EDTA in Ca, Mg free Steinberg solution promotes a membrane depolarisation and the rise of membrane
conductance. Itisconcluded that divalentions Ca* * and Mg* * are needed to maintain a potential difference
between internal and external medium of the oocyte.

Lesions Ca™* et Mg™* * stabilisent la structure des membranes excitables et contrélent &
’état de repos, les conductances sodique et potassique (!). Dans une grande variété de
cellules dont les ovocytes de Rana pipiens (2), le calcium extracellulaire détermine le taux
intracellulaire de sodium et de potassium. Quant au potentiel de membrane des ovocytes de
Bufo bufo (%) et de Rana pipiens [(*), (*)] sa valeur est fonction de la concentration des ions
Ca* ™ dans le liquide de Ringer.

Nous avons étudié le role des ions divalents (Ca* ¥, Mg* *,Sc* ¥, Ba* *)surla valeur (E,)
du potenticl de membrane des ovocytes de Pleurodéle; dans certains cas la mesure de la
résistance totale permet de connaitre le devenir de la conductance membranaire.

MATERIELS ET TECHNIQUES.” — Les ovaires sont prélevés sur des Pleurodéles élevés au
laboratoire. Les ovocytes sont isolés sans étre 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 antéricure-
ment (5). )

Le milieu physiologique de référence utilisé est le liquide de Steinberg dont la composition
est la suivante : NaCl : 58 mM; KCI :0,67 mM; Mg SO, :0,82 mM; Ca(NO,), :0,34 mM,
tampon tris HCI & pH 7,4-7,6. Ce milieu est ensuite modifié en supprimant totalement les
ions Ca** et les ions Mg** par addition soit de I'acide éthyléne diamine tétra-acétique
(EDTA) qui complexe lesions Ca* * et Mg* ™, soit de Iacide éthyléne glycol bis (amino éthyl
ether) — N, N' — tétra-acétique (EGTA) qui complexe les ions Ca* *.

Des milieux hypercalciques et hypermagnésiens ont été réalisés par substitution des ions
Na* parles ions Ca** et Mg* * afin de ne pas augmenter la pression osmotique du milieu
extéricur. Elle est ajustée par un apport de saccharose puis elle est contrdlée a 'osmomeétre.

REsuLTATs. — 1. Modifications de E, en milieu Steinberg dépourvu de calcium. —
L’addition de PEGTA (1 mM) au milieu de Steinberg dépourvu de calcium se mantfeste par
une dépolarisation membranaire de 19 mV environ pour les gros ovocytes, ¢t de 9 mV pour
les petits ovocytes. Le potentiel devient parfaitement stable au bout d’une dizaine de minutes,
et peut se maintenir ainsi & sa nouvelle vateur pendant plus de 1 h. Dans tous les cas nous
avons obtenu la réversibilité du phénoméne.

2. Modifications de E et de r, en miliew Steinberg EDTA dépourcu de calcium et de

magnésium. — La valeur dc E,_ne change pas lorsque le milieu extraceilulaire est simplement
dépourvu de ses ions divalents.
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Fig. 1. - Evolution de E, en milieu Steinberg EDTA dépourvudesions Ca™ " et Mg™ ™. ( x). diametre de l'ovocyte
1112 u. EDTA 1 mM (@), diamétre de Povocyte 960 . EDTA 5 mM: (D). diamétre de Povecyte 692 p EDTA
1 M. Retour dans le Steinberg normal pour tous les ovocytes (8). Ca " =034 mEq; Mg” =082 mEq.

Fig. 2. — Relations voltage-courant dans le milicu Steinberg normal (%) et dans le Steinberg EDTA (1 mM)
dépourvu des Tons divalents (+5). Diameétre de Povocyte 730 .

Fig. 3. — Evolution de E, en milicu Steinberg EDTA T mM, 0 Ca, 0 Mg (8 milicu Steinberg 0 EDTA,
Mg* * =116 mM (1) et Steinberg normal (). Diamdtre de Povoeyte : 800 u.

Fig.4. — Evolution de £, cn milicu Steinberg EDTA 3 mM. 0 Ca, 0 Mg @), milicu Steinberg OEDTA,Sr" " =110
mbq (D) et Steinberg normal (9). Diametie de ovoeyte 1 1300 p.
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Aprés addition d'EDTA (1 et 5 mM). la membrane cvocytaire se dépolurise en quelques
minutes de fagon rapide. La dépolarisation se stabilise ensuite jusqu'a une nouvelle valeur de
E,_ ¢égalea — 18 mV environ, quelles que soient la taille des ovocytes et la valeur initiale de E |
(tableau et fig. 1). Les valcurs de E,, obtenues lorsque les ovocytes sont traités par 1 mM et
5 mM d’EDTA présentent une légére variation qui peut s’expliquer par une action plus
compléte lorsque la concentration est de 5 mM. Cette différence peut refléter également une
certaine diversité des populations d’ovocytes.

E, (mV) % (écart-type)

) Diametre (u) Diamétre (p)
Milieu Steinberg des ovocytes des ovocytes
Ca”” =0 TN e T —_———
Mg*" =0 500-800 n 800-1 300 n
EDTA ImM................... 18,02 £ 2.59 34 18,74 + 2.6 46
EDTA 5mM................... 17.23 +4.39 40 17.98 + 3,68 59

Valeurs moyennes de E,, obtenues en rilien Steinberg EDTA (1 et 5 mM) dépourvu de calcium et
de magnésium. n, nombre d'ovocytes éprouvis

La résistance membranaire effective a été mesurée sur un certain nombre d’ovocytes. Les
relations voltage-courant permettent de comparer les pentes des courbes obtenues en milieu
Steinberg et en milieu Steinberg 0 Ca, 0 Mg-EDTA (1 mM). La figure 2 montre la
diminution de la valeur de la pente de la droite réalisée en milieu EDTA. Dauns le cas preseité
la valeur initiale de r,, passe de 200 kQ en milieu Steinberg 4 84 kQ, valeur mesurée en milieu
modifi¢ EDTA. La diminution de r,, ¢st en moyennc de 60 & 70 % pour les gros ovocytes, et
de 50 & 60 %, pour lcs petits ovocytes.

3. Repolarisatior: de lu membranc ovocytaire par les ions Mg™*, Sr™* er Ba**. — La
membrane des ovocytes est au préalable dépolarisée par un milieu Steinberg EDTA (1 mM).
E, est ensuite mesurée dans un milicu de Steinberg contenant 'un des ions divalents
suivants : Mg**, Sr**, Ba® *. La concentration extracellulaire de ces ions est égale 2 la
concentration totale de calcium et de magnésium composant normalement le milieu de

- référence soit {,16 mM/1. Dans un prendier temps, ces milieux provoquent une repolarisation
extrémement rapide mais incompléte en présence soitde Mg ™ * oude Sc* ¥ (fig. 3et 4). Dans
un second temps nous avons parfois observé une légére dépolarisation. Par contre, la
présence de baryum ne provogque qu'une tras faible repolarisation. Dans tous les cas, le
phénoméne est réversible.

4. Effets des milieux hyvpercalcigues et hypermagnésiens sur le potentiel de membrane, —
La perméabilité membranaire des ovocytes aux ions Na™ ¥ étant extrémement faible (%),
nous avons remplacé mEq par mEq les ions Na™ par les tons Ca®™™ ou Mg™* ", Chacun
de ces milieux, hypercalcique et hypermagnésien, totalement dépourvus des ions Nat,
provoque un effet legérement hvperpolarisant de 4 & 6 mV semblable a celul obtenu par
simple substitution du sodium par lu choline (7).

Discusston. — Le traitement des ovocytes par le milieu de Steinberg, simplement
dépourvuen jons divalents, ne provogue aucune modification immédiate de la valeur de E,.
H faut attendre plus de 3 h pour obtenir un effet dépolarisant lorsque la solution ne contient
pas de calcium (résultats non publiés). L'addition des chélateurs, et principalement 'EDTA,
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a ces mémes milieux, entraine une dépolarisation rapide et de grande amplitude, en quelques
minutes, de la membrane ovocytaire.

L’augmentation de la concentration extracellulaire de calcium ou de magnésium ne
modifie pas leffet hyperpolarisant attribué a I'absence de sodium extracellulaire (7). Le
calcium n’est pas le seul ion divalent qui contribue au maintien d’unc différence de potentiel,
d’autant plus que le Mg** ou Sr** permettent la repolarisation rapide de la membrane.

En conclusion, les ions divalents stabilisent la structure des membranes plasmiques des
ovocytes, ils contrélent vraisemblablement les perméabilités sodique et potassique,
mécanisme déja démontré au niveau des membranes excitables ('), plus récemment sur les
membranes cellulaires pancréatiques (]) et sur les membranes artificielles de nature
phospholipidique {(°), (*9), (*Y)].

(*) Séance du 20 mars 1978.

(*) B. E. FRANKENHAEUSER ¢t A. L. HOoDGKIN, J. Physiol (Londres), 137, 1957, p. 218-244.
(3 G. A. MorriLL, H. R. KaBack et E. RoBsins, Nature, 204, 1964, p. 641-642.

(®) T. MAENO, J. Gen. Physiol., 43, 1959, p. 139-157.

() G. A. MORRILL, J. ROSENTHAL et D. E. WATSON, J. Cell. Physiol., 67, 1966, p. 375-382.
(%) J. T. Tupeer et B. L. Mavrorr, J. Exp. Zool., 185, 1973, p. 133-144,

() 3. P. ViLAIN, A. CaPURON et P. GuiLsauLT, C. R. Soc. Biol., 165, 1971, p. 1594-1600.
(") J. P. ViLaIN, A. CAPURON et P. GUILBAULT, Comptes rendus, 276, séric D, 1973, p. 573.
(®) O. H. PETERSEN et N. UEDA, J. Physiol., 250, 1975, 31 p.

(®) S. G. A. MacLaugHLiN, G. SZaBo et G. EISENMAN, J. Gen. Physiol., 58, 1971, p. 667-687.
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CHAPITRE VI

Maturation in vitro des ovocytes de
Pleurodéles waltlii (Amphibien urodéle)
par J.-P. VILAIN

Laboratoire de Morphogenése Animale, Université des Sciences et Techniques de Lille,
59650 VILLENEUVE D’ ASQ

Résumé. — La maturation in vitro des ovocytes de Pleurodeles walilii a été mise au point dans le but
de suivre les modifications éventuelles des paramétres électriques de la inembrane.

Le déclenchement de la maturation in vitro des ovocytes des Anoures se réalise de fagon routinicre en
présence de progestérone alors que, jusqu’a présent, chez les Urodéles, la reprise de la méiose n'a été obtenue
qu’apres le conditionnement préatable des femelles par des injections d'extraits hypophysaires.

Surles ovocytes de Pleurodele, nous avons observe {’ascension de la vésicule germinative au pole animal, la
rupture de la vésicule suivie de I'émission du premier globule polairc dans les conditions habitucllement
utilisées chez les Anoures.

1{es ovocytes sont prélevés sur des femelles, n'ayant subi aucune injection préalable et dont le choix n'a fait
I'objet d”aucune attention particuliere. Les ovocytes non défollicularisés, provenant de cing femclles, ont été
placés en suspension dans les solutions de Steinberg, de Merriamet de Ringer. Dans un premier temps. le pH de
ces trois milicux est ajusté a la valeur 7,5. La progestérone, en traitement continu a la concentration i07M,
induit la réalisation compléte de la maturation de 60 % des ovocytes dans le milieu de Steinberg, 81 % dans le
milieu dz Merriam et 70 % dans le milieu de Ringer.

Lorsque les ovocytes sont dépourvus manuellement dz leurs cellules folliculaires, 1a reprise de la méiose ne
parvient pas toujours a son terme : la montée de la vésicule germinative peut ne pas &tre suivie de sa rupture,

Lorsque le pH des trois solutions est a {a valeur 8,5, le milicu de Steinberg permet la maturation de 94 % des
ovocytes non défollicularisés, le milieu de Merriam 91 %, le milicu de Ringer81 %. Ces résultats ont ét€ acquis
a partir de deux femelles. L'alcalinité du milieu, quelle que soit la solution utilisée, favorise le déclenchement
de la maturation et permet d atteindre des taux dlevés d’ovocytes maturés.

Dans ces mémes conditions, I'absence des cellules follicuiaires n’affectc pas la réponse des ovocytes a la
progestérone.

Summary. -— The in vitro mawration of Pleurodeles waltlii oocytes was performed to elucidate the
eventual modifications of the electrical parameters of the membrane.

Progestérone is the most efficient steriod hormone which triggers the invitro maturation of the Anouran
oocytes ; whereas intraperitoneal injections of pituatary suspensions were necessary, up to now, to obtain
meiosis reinitiation in Urodele amphibian occytes. The cytological changes associated with Pleurodeles
oocyte maturation : movement of the germinal vesicle toward the surface of the animal pole, the breakdownand
the emission of the first polar body were performed in the usual conditions applied to Anouran meiosis.

The full grown cocyies were removed from females that received no hormonal pretreatment that were chosen
at random. .

The largest oocytes with intact follicular layers were removed from five animals and placed successively in
Steinberg's, Merriam’s and Ringer’s solution. First, the pH of these three solutions was adjusted to 7,5.

The continuous treatment with progesterone | M induces the complete maturational events in 60 % of
the oocytes incubated in Steinberg’s solution, 81 % in Merriam's and 70 % in Ringer’s.

When the oocytes were divested of their outer celinlar layers. the migration of the germinal vesicle was not
always followed by its desintegration.

The pH of the solution was then adjusted to 8,5 ; the percentage of matured ococytes with intact follicular
layers reached 94 % in Steinberg’s solution, 91 % in Memam's and &1 % in Ringer’s. These results were
established from two females.

The aikaline solutions, whatever the solution used, facilitate the meiosis reinitiztion and allow high matured
00CYyLEs ratio.

In the some conditions, the lack of the outer cellular lavers has no influence on the hormonai response of the
oocytes.
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INTRODUCTION

L’appréciation des paramétres électriques des ovocytesde Pleurodeles waltlii,
selon des méthodes électrophysiologiques, a permis lamise enévidence d’une différence
de potentiel entre le milieu intracellulaire et le milieu extracellulaire (Vilain, 1971). Cette
différence de potentiel traduit la perméabilité sélective de la membrane plasmique de
I’ovocyte aux ions Kt etNaT (Vilain, Capuron et Guibault, 1973). Ainsi la membrane
controle I'environnement ionique favorable aux mécanismes biochimiques et
physiologiques qui accompagnent I'évolution des ovocytes des Amphibiens (Morrill,
Rosenthal et Watson, 1966 ; Cannon, Dick et Ho Yen, 1974), la maturation (Moreau,
Guerrieret Doree, 1976 ; Wallace et Steinhardt, 1977 ; Marot, Belle et Ozon, 1976), la
segmentation ¢t les différentes étapes de I’embryogenése des Amphibiens (Slack et
Warner, 1973 ; De Laat, Buwalda et Habets, 1974 ; Barth et Barth, 1974).

L’étape de la maturation, qui nous intéresse dans cette note, est rmieux connue chez
les Anoures que chez les Urodeles. Chez ces derniers, I’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 in vitro, le déclenchement de la maturation des
ovocytes de Pleurodeles waltlii ainsi que son évolution. Nous avons donc recherché les
conditions optimales a la reprise de la méiose par I’action directe de la progestérone sur
les ovocytes, sans préparation hormonale des femelles.

MATERIEL ET METHODES

Les ovaires sont prélevés sur les Pleurodéles élevés au laboratoire et n’ayant subi

aucune injection préalable. Le choix des animaux n’a fait ’objet d’aucune attention
particuliére, nous avons utilisé des femelles qui ont pondu depuis plusieurs années etdont
les ovocytes ont été prélevés a diverses reprises.

Les ovocytes, choisis au terme de leur croissance, ne sont pas systématiqueinent
défollicularisés ; dans certains cas nous avons pu extraire manuellement les cellules
folliculaires.

La maturation est suivie dans trois milieux d’incubation dont les compositions
ioniques sont les suivantes :

Solution de Steinberg :
NaCL : 58 mM KCL : 0,67 mM. Ca (NO3)2 : 0.33 mM Mg SO4 : 0,82 mM

Solution de Merriam : .

NaCl: 88 mM KCl: ImM Ca(NO3)2:0.33 mM Mg SO4: 0,82 mM
Ca Cly : 0,41

Solwtion de Ringer :

NaCl: 112 mMKCl: 2 mM CaClp: 1,3 mM

— Q4.
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Le pH de ces trois solutions est ajust€é a 7,5 et & 8,5 par des concentrations
appropriées de CO3 H Na ou Tris-HC1. Toutes les expériences sont réalisées a la
température du laboratoire ; le traitement des ovocytes par la progestérone, a la
concentration 10—0 M est continu jusqu'a la maturation. Les observations faiies a la
loupe binoculaire ont permis de suivre les taches de maturation sur le vivant et de vérifier
la disparition de la vésicule germinative par dissection d’ovocytes bouillis. Dans
certaines expériences, 1'examen histologique est effectué selon les techniques
classiques : coupes sériées de Tu  d’épaisseur et coloration au rouge nucléaire et
picroindigocarmin.

RESULTATS

1. Maturation des ovocytes & pH 7,5 dans les trois milieux d’incubation

Les lots d’ovocytes testés dans chacun des milieux proviennent de cinq femelles
différentes (tableau 1). Les signes de la maturation, que nous avons observés sur les
ovocytes de Pleurodéle, correspondent & I’ascension de la vésicule germinative au pole
animal, la rupture de la vésicule suivie de I’émission du premier globule polaire.

La progestérone, a la concentration 10—6M, induit la réalisation compléte de la
maturation de 60 % des ovocytes dans le milieu de Steinberg, 81 % dans le milieu de
Merriam et 70 %% dans le milieu de Ringer.

Considérons le cas de la femelle référencée 16 03 77 du tableau | ; la rupture de la
vésicule germinative s’est réalisée pour tous les ovocytes traités dans le milieu de
Merriam ; la solution de Steinberg représente les conditions les moins favorables a la

Steinberg 7,5 Merriam 7,5 Ringer 7,5
Femelles
Ovccytes Ovocytes Ovocytes Ovocytes Ovocytes Ovocytes
traités maturés traités matusés traités maturés
191176 73 50 — — 84 63
291176 64 34 55 45 49 32
260177 38 pa) 34 3 29 17
16 02 77 27 15 30 15 24 15
160377 30 19 29 29 30 26
Totaux 232 140 148 120 216 153
% 100 60 100 81 100 70
Tableau | - Effet des milicux Steinberg, Memiam et Ringer & pH 7.5 sur la maturation des

ovocyles traitds i la progestérone 16—06 M.
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réinitiation de la méiose puisque ladurée d’incubation est plus longue pour n’obtenir, par
ailleurs, que 63 % d’ovocytes maturés. La figure 1 relate le pourcentage 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 survient plus
rapidement dans les solutions de Merriam et de Ringer que dans le milieu de Steinberg.

p.100 maturation

100] P Merriam
c—/
/ Ringer
80 -
*
Steinberg

604 . /
/
0] J // o

204
o heures
: s 10 18 - - 20 25
Fig.1 - Pourcentage d’ovocytes maturés dans les milieux de Steinberg, Merriam et Ringer a pH 7,5

en fonction de la durée d'application de la progestérone 10—9 M. Expérience référencée 1603 77, tableau 1.

Lorsque les ovocytes, débarassés manuellement des cellules folliculaires, sont
placés dans les mémes conditions, la migration de la vésicule germinative n'est pas
toujours suivie de sarupture. Néanmoins, dans deux séries expérimentales, lamaturation
s’est déroulée jusqu’a son terme (tableau 5). L’ensemble de ces résultats a éte acquis
pendant la période s’étendant entre les mois de septembre et mars ; en dehors de cette
période, dans les mémes conditions, la méiose ne s’est effectuée que dans des cas
exceptionnels (tableau 3).

2. Maturation des ovocytes dans les trois milieux a pH 8,5

Vingt a trente ovocytes sont mis en suspension dans les milieux dont le pHestamené
4 8,5. Les expériences ont été réalisées a partir de deux femelles (tableau 2).

L’addition de progestérone permet la maturation de 94 % des ovocytes, non
défollicularisés, dans le milieu de Steinberg, 91 % dans le miliey de Merriam, 81 % dans
le milieu de Ringer.

Dans l'une des deux expériences, référencée 16 03 77 duns le tableau 2, la
réinitiation de laméiose surviententre la 5 et la 12¢ heure en Steinberg pH 8.5, alors que
les ovocytes évoluent entre 1a 7¢ et la 15° heure a pH 7,5 (fig. 2). En outre, nous avons

— 96 —
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obtenu 100 % de maturation en solution alcaline alors que ce milieu se révéle le moins
favorable a pH 7,5. De méme, la figure 3 relate I'évolution plus précoce des ovocytes
dans le milicu de Merriam a pH 8,5.

p.100 maturation

100 Steinberg piH85
/
80 /
/S
-~ pHZ5
60 J //'
»
40 | ,_//
/ /
20 | /
o / / heures
5 10 15 20 25

Fig. 2 - Pourcentage d’ovocytes maturés, dans le milieu de Steinberg 3 pH 7.5 et a pH 8.5,
en fonction de la durée d’application de la progestérone 10—% M. Expéricace référencée 16 03 77, tableaux
“1et2.

p.100 maturation

H8.5 ;
100 f‘_'“. , Marriam

s
A

i

x

604
*
40 ] lx
204
heures
(o} + Y Y ™~ v
5 10 5 20 25
Fig. 3 - Pourcentage d'ovocytes maturés, dans le milien de Mordam a pH 7,5 et a pll 8.5,

en fonction de la dure d'application de la progestérone 10— M. Explnence référencée 16 03 77,
tableaux 1 et 2.
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L’augmentation de pH n’altére en rien les inécanismes de la maturation qui évolue
nonnalement jusqu’a |’émission du premier globule polaire. L'alcalinité des milieux
accélere I'induction de la maturation par la progestérone.

Les observations, faites sur des ovocytes débarassés manuellementde leurs cellules
folliculaires et placés dans les mémes conditions expérimentales, ont abouti a des
résultats tout a fait comparables (tableau 5).

Comme précédemment, la période printaniére n’a guére été propice & la
. reproduction de nos expériences de maturation in vitro dans les milieux a pH 8,5 (tableau 4)

Steinberg 8.5 Merriam 8,5 Ringer 8.5
Femelles Ovocytes Ovocytes Ovocytes Ovocytes Ovocytes Ovocytes
- traités maturés traités maturés traités maturés
70277 35 31 27 22 27 22
16 03 77 30 30 30 30 — —
Totaux 65 61 57 52 27 22
% 100 94 100 91 100 81
Tableau 2 - Effet des milicux Steinberg, Memiam et Ringer 2 pH 8,5 sur la maturation des

ovocytes traités sur la progestérone 10—6M.

Steinberg 7,5 Merriam 7,5

Ovocytes Ovocytes Ovocytes Ovocytes

Femelles traités maturés traités maturés
270477 28 3 —_ —
290477 40 0 40 0
2005 77 38 1 3 I
Totaux 106 4 0s ’ 1

Tableau 3 - Nombre d'ovocytes maturés en mitieu Steinberg et Merrimn pendant la saison printaniére.
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Steinberg 8,5 Merriam 8,5
. Ovocytes Ovocytes Ovocytes Ovocytes
Femelles traités maturés traités maturés
270477 29 15 — —
2904 77 40 0 0
200577 39 1 0
Totaux 108 16 80 0
Tableau 4 - Nombre d’ovocytes maturés en milieu Steinberg et Merriam a pH 8,5 pendant !a saison
printaniére.
Nombre d’ovocytes Nombre d'ovocytes
traités maturés
Steinberg pH 7.5 100 i
o 16 0
13 13
Merriam pH 7,5 12 3
14 14
Steinberg pH 8,5 15 12
Merriam pH 8,5 15 15
19 18
Tableau 5 - Nombre d'ovocytes défollicutarisés en milicu Steinberg et Merriam a pH 7.5 et a
pH 8.5 traités a la progestérone 10—6 M.

DISCUSSION

La maturation /n vitro des ovocytes de Pleurodéle a été obtenue dans les conditions
habituellement utilisées chez les Anoures. En effet, 1'addition de progestérone, a des
milieux d’incubation constitués des mémes espéces ioniques a des concentrations
différentes, déclenche la maturation des ovocytes arrivés au terme de leur
accroissement ; les femelles opérées n’ont subi aucune injection préalable d’extraits
hypophysaires.

Le tenips de réponse des ovocytes a I'action de la progestérone est trés sensibie i la
composition jonique des milicux extracellulaires ; les changements de la pression
osmotique, qui en résultent, peuvent étre mis en cause, seule une étude précise de ce
probléme permettrait de lever le doute.

La solution de Merriam a pH 7.5 se révele étre le milieu le plus favorable au
déctenchement de la maturation : la rupture de la vésicule germinative survient des la
6" heure pour se compléter vers la 12¢ heure ; e pourcentage de maturation y est le plus
élevé.
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La reprise de la méiose apparait plus tardivement chez le Pleurodéle que chez les
Anoures puisque dans les mémes conditions de milieu et de pH, le temps de latence aprés
la stimulation hormonale est de 3 a 6 heures chez le Xénope, 6 4 10 heures chez Rana
pipiens (Brachet, 1974). Cette constatation a déja été faite a propos de la maturation d’un
autre Urodele : Notophtalmus viridescens (Barsacchi-Pilone et Humphries, 1975).

L’élimination manuelle des cellules folliculaires semble perturber la reproduction
des événements morphologiques de la maturation 4 pH 7,5, alors qu’en milicu alcalin,
P'absence d'épithélium folliculaire n’affecte pas la réponse des ovocytes a la
progestérone. Ce résuitat nous parait étre un argument en faveur d’une action de
I'alcalinité des milieux au niveau de la membrane ovocytaire. En outre, I’augmentation
du pH des trois milieux accélere le déclenchement de la maturation et permet datteindre
des taux élevés d'ovocytes maturés.

Des substances non hormonales, comme le parachloromercuribenzoate (PCMB)
{Brachet et Pays-de-Schutter, 1974), 'ionophore A 23 187 (Wasserman et Masui, 1975)
etl'ionLa3+ (Schorderet-Slatkine, Schorderetet Baulieu, 1976) induisent lamaturation
des ovocytes de Xénope. Ces agents, agissant essentiellement au niveau de la membrane
plasmique, on peut supposer que le site initial d’interaction entre la progestérone et
I’ovocyte serait membranaire. Nous pensons que I'effet de la modification du pH des
solutions d’incubation des ovocytes de Pleurodele 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®+ (Merriam, 1971 ; Wasserman et Masui, 1975 ;
Marot, Belle et Ozon, 1976 ; Moreau, Doree et Guerrier, 1976). 1l existe, de plus, des
charges négatives a la surface membranaire des microvillosités des ovocytes de Xénope
{Brummettet Dumont, 1976) ou les ions divalents agiraient, comme il est supposé dans le
cas des surfaces nembranaires des cellules nerveuses (Gilbert et Ehrenstein, 1969), soit
paruneffetd’écran, soitpar fixation surles sites négatifs. Selon Hille (1975)lesions HT
se lieraient directement sur les sites négatifs d’ ot une compétition entre les ions Ca 2+ et
les protons en surface de la membrane plasmique des cellules nerveuses. La diminution
de la concentration en protons, entrainerait donc une redistribution des ions Cat * ala
surface de la membrane des ovocytes de Pleurodéle d’ou la facilitation de 'a 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 mexicanum and Pleurodeles waltlii
in order to detect any changes in internal free Ca®* which might result from progesterone or
agonist stimulation, A dramatic Ca®* surge was recorded: from 0.7 X 107 M in the unstimulated
oocyte to 7 X 107% M after stimulation but before germinal vesicle breakdown (GVBD). Ca™* efflux
was also measured, but it accounted for less than 0.2% of the internal Ca®* transient; this efflux did
not take place in the absence of external calcium. The Ca** surge and maturation in response to
progesterone, p-hydroxymethylenesulfonate (PHMPS), or Mn®* occurred normally even when
divalent cations were absent from the external medium. In contrast, external divalent cations were
necessary for the induction of meiosis and a Ca’ transient by the K* jonophore valinomycin.
HCO;™ also triggers meiosis and causes Ca®™ release, but the release occurs with quite different
kinetics. Incompletely grown or seasonally dormant oocytes as well as 10 mM theophilline- or
procaine-treated oocytes neither release Ca®* nor respond to the hormone. We conclude that
intracellular released Ca®* is likely to be the major “second messenger” following hormone
stimulation in amphibian oocytes as in starfish.

INTRODUCTION

It is now well established that progester-
one, the natural hormone which triggers
maturation in amphibians (Fortune et al,
1975), acts at the cell 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 development
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 cell surface (Brachet et al.,
1975; Schorderet-Slatkine et al., 1977) or
intracellularly (Moreau et al, 1976a, b).
The mechanisms by which membrane per-
turbations may lead to MPF production are
poorly understood, although Ca”" has been

suggested as a possible second messenger.
Many arguments have been presented in
support of this view (Marot et al., 1976;
Schorderet-Slatkine et al., 1977; Baulieu ef
al., 1978), the most direct ones based on
the demonstration by Wasserman and Ma-
sul (1975) and Moreau et al. (1976a) that
chemical as well as physical lontophoresis
of Ca®* 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 aequorin studies (Bellé et al,,
1977) have provided sufficient evidence
that internal free Ca®* levels change during
hormone stimulation.

In this paper, we demonstrate for the
first time, using two different methods, a
dramatic rise in free Ca®* concentration
within the cytoplasm of anuran and urodele
oocytes soon after progesterone or agonist
stimulation. This Ca®* transient may be
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necessary for meiosis reinitiation since in-
completely grown or inhibitor-treated oo-
cytes which do not undergo meiosis also fail
to produce the Ca®* transient.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of oocytes. Sexually mature
Xenopus laevis, Pleurodeles waltlii, and
Ambystoma mexicanum, obtained from dif-
ferent stocks, were reared in Roscoff. Ova-
ries were removed from females anesthe-
tized with MS 222 (aminobenzoate meth-
anesulfonic acid salt, 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
(107¢ g/ml) showed 97.5% meiosis reinitia-
tion (SD = 6.2, N = 187) for Ambystoma
and 99% meiosis (SD = 3.16, N = 235) for

Pleurodeles. The score was less satisfactory’

with Xenopus oocytes (40.5% true meiosis,
SD = 10.5, N = 220). The same Xenopus
oocytes prepared with collagenase may give
70-90% maturation (Vilain et al., 1980).

Preparation of the photoproteins. Ae-
quorin (type I) 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 had been equilibrated with a
solution of Na acetate, 10 mM; EDTA, 1
wM, pH 6.2. Obelin was freshly prepared in
Roscoff (Campbell, 1974).

Light detection. Light emission was de-
tected in a light-tight box without a light
guide using an EMI 9335 QB or an Hama-
matsu R 374 photomultiplier rated at an
anode voltage of 1 100 V. The anode current
was measured with a current to voltage
converter having a time constant of 40
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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 al. {1971).

Known quantities of Ca®* were driven by
constant-current iontophoresis (2 pA) from
a pipet containing 1 M CaCl, and injected
either into a 1-yl droplet of aequorin sus-
pended in CaMg-free OR: passed on Chelex
100 or into an aequorin-loaded oocyte.
Transport number of the pipet (Kusano e¢
al., 1975) was 0.2. From these data, it ap-
peared that only 20% of the expected emit-
ted light could be recorded from the oocyte
(Table 1). That sufficient aequorin was
present throughout the experiment was
checked systematically by adding 10% Tri-
ton X-100 to the preparation at the end of
the recording period. The light emitted dur-
ing expesure of one isolated ococyte to Tri-
ton X-100 was at least 10-fold higher than
that recorded during an experiment involv-
ing as many as 25 aequorin-loaded matur-
ing oocytes.

Microinjection procedure. The photo-
proteins (420 ug of aequorin/ml) were pres-
sure injected through a micropipet with a
beveled tip, 3-5 um in diameter. Pressure
pulses were applied through a thyristor

TABLE 1
CALIBRATION OF THE LicHT RESPONSE OBTAINED
BY Ca®* STIMULATION OF THE AEQUORIN" USED IN
THE PRESENT WORK (SEE MATERIALS AND

METHODS)

Ionto- Ca’* de-  Flash intensity Ca™ con-
phoresis  livered (nd) centra-
duration (pmoles) tion

(sec) Droplet Oocyte  change
(pM)
03 - 0.6 0.6 - 0.42
0.4 0.8 0.85 — 0.57
0.5 1.0 1.20 — 0.71
0.6 1.2 1.44 0.20 0.86
0.7 14 1.70 0.34 1.00
0.8 1.6 1.85 0.40 1.14
0.9 18 1.92 0.41 1.30
1.0 2.0 2.10 0.44 1.43

* Tor the same quantity of Ca™ delivered by ion-
tophoresis, anode current deviation was found 1o be at
least 10 times higher with freshly prepared obelin than
with the aequorin samples prepared from Sigma.
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which commanded a three-way electro-
valve (Danfoss) linked 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 gl, i.e., less than 10% of
the oocyte volume. Microinjection was al-
ways performed in normal OR, medium.
For experiments in CaMg-free OR. the oo-
cytes, injected in normal OR, and allowed
to heal for 2 hr, were then transferred to
the modified OR: for a prolonged equilibra-
tion period, usually more than 8 hr, with
repeated changes every hour.
Ca**-sensitive electrodes. Ca-sensitive
microelectrodes were constructed accord-
ing to the procedure described by Oehme
et al. (1976). The tip of the electrode
contained a resin consisting of N,N’-di-
(11-ethoxycarbonyllundecvl- N,N'4,5-tet-
ramethyl-3,6-dioxaotane diacide diamide
and 1% {(w/w) of sodium tetraphenylborate
{(NaTPB) in O-nitrophenyloctyl ether (O-
NPOE). 1 M CaCl, was used as the electro-
lyte. The potential measuring electrode
contained 3 M KCl. The output from the
Ca-sensitive electrode was connected to an
operational amplifier (Analog Devices 311
J) having an input impedance of 10" Q.
Membrane potential was subtracted via a
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differential amplifier from Ca** electrode
potential to obtain a measure of intracel-
lular Ca®* activity. Calibration was made
using Ca®*-EGTA buffers (Steinhardt et
al., 1977). Electrodes were chosen which
gave an approximately 29-mV slope for a
10-fold positive or negative change in (Ca**)
and which had a time constant of less than
30 sec. Such electrodes which function lin-
early in the range of 0.1 to 1 M (Ca**) are
quite difficult to obtain. 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 calibra-
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 Ey,
greater than 1 mV. There was no significant
drift of the electrode (less than 0.5 mV)
when it was calibrated before and after each
experiment over the full Ca®* concentration
range used. 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 Ca**
and the potential electrodes were 0.5 + 0.1
mV. It has been verified, moreover, in our
material, that there is no difference in the

B
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. -sensitive electrode used during this work. Calibration was performed using
Ca™ ~-EGTA buffers as described by Steinhardt et al. (197

7). The calibration curve (\) is presented simultane-
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potentials recorded from two independent
clectrodes, which allows voltage-clamp as
well as current-clamp studies.

RESULTS -
Ca®* Levels in the Unstimulated Oocyte

Resting levels of free Ca’* ions have been
measured by impaling a single unstimu-
lated oocyte with a Ca**-sensitive electrode
as well as a potential electrode for refer-
ence. According to our calibration data
(Fig. 1), this level ranged from 0.4 to 0.2 X
107 M in Xenopus 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 perfectly
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.

Light Light
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Ca* Responses following Progesterone
Stimulation

Changes in the internal free Ca** concen-
tration resulting from continuous exposure
to progesterone (1 pg/ml) were easily re-
corded with aequorin, provided that enough
responsive oocytes (5 to 25) were present in
the preparation. The recorded light re-
sponse appears to be proportional to the
quantity of Ca®* released (Shimomura et
al., 1963a,b, 1970; Blinks et al., 1976), and
we found indeed that the integrated light
signal was also proportional to the number
of oocytes which matured normally during
the course of one experiment (Fig. 2). Dur-
ing this work, we have performed 16 such
aequorin experiments with Ambystoma, 14
with Pleurodeles, and 11 with Xenopus,
using oocytes which were taken either from
the wild type (9 experiments) or from the
albino (a®) mutant (2 experiments). The
average number of cocytes used in one ex-
periment was 21 (SD = 3.5) and the per-
centages of true maturation were, respec-
tively, 59 (SD = 20), 60 (SD = 16}, and 46
{(SD = 13) for Ambystoma, Pleurodeles,
and Xenopus. All these experiments gave
us highly reproducible positive results as
typically shown in Fig. 3. Duration (from 3

Light

Pifeurodeles

4+ Xenopus 41 41+ Ambystoma

0 4 8 12

6 20 0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16 20
Number of maturing oocytes

Fic. 2. Correlation between the light recorded and the number of oocytes which have matured in each
individual expériment. Qoevtes from Xenopus, Pleurodeles, and Ambystoma were loaded with 0.1 2l of the
acquorin solution whose calibration is presented in Table 1. Light quantity has been obtained by integrating the
signal over a 14-hr period in each experiment and is given in arbitrary units.



MoREauU, ViLAIN, AND GUERRIER

4] X
GvBD

2 +*
8 L o ]
50
g‘ 0 2 5 8 1 14
s 4 P
[~}
[
| =4
c 2
-~ GVvBD
.>‘~ +
e 90
2 0 2 5 8 11 14
£

4

3

2

1 GVBD

+ .
° .
-1 0 2 5 8 [ 14
Hours

FrG. 3. Progesterone-induced Ca®* transients as re-
corded in Xenopus (X), Pleurodeles (P}, and Ambys-
toma (A) oocytes injected with aequorin from the
same batch as used for the calibration shown in Table
1. @—®) Xenopus albino mutant; (A~——A) un-
stimulated control oocytes injected with aequorin.
Maturation of the albino mutant was determined by
cytological controls effected 24 hr after progesterone
addition. Maturation ratios were, in these experi-
ments, X wild type = 17/30; X albino = 7/15; 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 Ca** transients
are similar 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
mutant where peak light emission occurred
earlier than we observed with the wild type.

Continuous records of internal free Ca®*
levels were also obtained from single Xen-
opus (Fig. 4), Ambystoma (Fig. 5), or Pleu-
rodefes oocytes, using Ca**-selective elec-
trodes. With the electrode, a significant in-
crease in Ca®* activity could be detected as
early as 10 min after progesterone addition,
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i.e., sooner than it is possible to measure
with aequorin, even when using the albino
mutant. With both techniques, however,
the maximum Ca®" surge occurs at the same
time as illustrated in Fig. 5. The peak cy-
toplasmic Ca** activity was 4.8 + 2.1 uM (6
experiments), the internal free Ca®* change
being typically from 0.7 X 107° to 7 x 107®
M in the Xenopus oocyte. It occurred 2 to
3 hr before GVBD. The Ca-sensitive elec-
trode technique also allowed us to follow
Ca®" efflux from the oocytes. The electrode
was placed in 0.3 ml of normal OR» medium
containing 50 oocytes {Fig. 4C). External
Ca®* activity was found to begin to increase
about 30 min after hormone treatment. The
total efflux corresponds to a decrease of
about 0.03 uM in the oocyte Ca®* content,
which corresponds to 0.1% of the internal
Ca® surge.

GVBD and Ca®* Responses in the Absence
of External Ca®*

The great majority of the oocytes used n
these experiments resumed maturation,
whatever the medium (Merriam, Steinberg,
or OR3). Under these conditions, however,
maturation was delayed by 2 hr relative to
controls. These results are at variance with
some previous reports (Merriam, 1971;
Marot et al, 1976). They have been re-
peated and confirmed in a series of experi-
ments which, 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 m3f EDTA.
Percentage maturation recorded under
these conditions from four different Pleu-
rodeles females was 68.7 £ 24.6 (V = 89)
instead of the 92.5 £ 9.6 (N = 100) obtained
in normal OR,; medium. With four different
Xenopus females, the score was 35 + 8.8 (N
= 121}, as compared to 34.8 £ 5.1 (N = 140)
for the controls.

Maturation also occurred normally in the
presence of 10 mM EGTA or when the
washing procedure was omitted. Cytologi-
cal controls performed on a lot of seven
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F1c. 4. Ca’*-sensitive electrode records. (A) Change

in the resting potential (Ey,) as recorded from a single

Xenopus oocyte stimulated with progesterone at ¢, {Pg-labeled arrow). (B) Simultaneous change in internal

Ca” activity (Ec, —

Ew) as recorded by the Ca®"-sensitive electrode. The right scale refers to the micromolar

Ca?* internal concentration according to the calibration presented in Fig. 1. C (inset), the increase in the

external Ca®* concentration (Ec. ~ Eo) recorded from
external medium, 0.3 ml normal OR.).
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Fic. 5. Progesterone-induced Ca®* transients as recorded from a Ca™-sensitive microelectrode (B—13) or

25 aequorin-injected oocvtes taken from the same Am

bystoma (@——8). Maturation ratio was 14/25. Inset

illustrates initial changes in Ca™ activity as recorded with the electrode. Right ordinate indicates light intensity
in nA. Left ordinate refers to Ca’* activity changes as measured with the Ca®* -sensitive electrode.

Pleurodeles oocytes which resumed
meiosis in 10 mM EDTA, CaMg-free OR;
demonstrated, moreover, the constant pres-
ence of the first polar body and of a normal
second metaphase spindle (I'ig. 6A).

The addition of EDTA to the CaMg-{ree
external medium does not prevent the in-
ternal Ca®* surge induced by the hormone
(Fig. 7). In fact, light emitted under these
conditions was higher than that produced
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F1c. 7. Progesterone-induced Ca®* transient as re-
corded in 20 Ambystoma oocytes injected with ae-
quorin and suspended in CaMg-free OR. medium.
Maturation ratio was 11/20.

by the controls in normal OR; medium (0.45
nA/oocyte instead of 0.2 nA). We found,
however, that Ca®* efflux did not take place
in the absence of external Ca**. If aequorin
was added to the external medium (Chelex
100-treated CaMg-free OR;), no calcium
efflux could be detected even when as many
as 100 Pleurodeles oocytes/2 ml were pres-
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Fic. 6. Second metaphase spindles observed in Pleurodeles oocytes, which resumed maturation under the
influence of progesterone in 10 mM EDTA CaMg-free OR, (A) or under the influence of Mn?** ions (B). Phase
contrast (A) and Nomarski (B).

ent, which normally resumed meiosis after
progesterone stimulation. Maturation ratio
was 80/100 + 6/100 GVA (GV at the animal
pole). This result has been also confirmed
using the Ca-sensitive electrode.

Absence of Ca®* Surge under Conditions
Where Progesterone Fails to Elicit
GVBD

No Ca®" 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 theophylline (G’Connor and Smith,
1976) or 10 mM procaine (Moreau, unpub-
lished) in the external solution do not un-
dergo GVBD when 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-
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gesterone (7 experiments with EGTA, 1
with theophylline, and 5 with procaine).

Ca** Responses following Mimetic Treat-
ments

Many treatments have been found to
trigger melosis in Xenopus oocytes. We
have studied some of these here to see if
they stimulate an increase in internal free
Ca®* concentration.

PHMPS. p-Hydroxymercuriphenylsul-
fonate is known to induce meiosis reinitia-
tion (Brachet et al., 1975) and to increase
“Ca®" uptake in Xenopus ococytes (Marot
et al., 1976). This drug was used 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 Ca®* 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 Ca** 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 Ambystoma oocytes
which were c¢arefully washed (8 hr) and
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F16. 8. PHMPS-induced Ca’ transients as re-
corded from 20 Pleurodeles oocvtes injected with ae-
querin. Inset illustrates initial light changes. Matura-
tion ratio was 13/20.
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Fic. 9. PHMPS-induced Ca’* transients as re-
corded from Ambysioma oocytes injected with obelin
and suspended in CaMg-free OR.. Maturation ratio:
17/25.

stimulated in CaMg-free OR.. Results in
Fig. 9 show that both Ca®* surges occurred.
Ca®* release in these experiments was 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 + 4.2%, N = 130 versus 100%, N =
125 for Ambystoma; 92 = 6.1%, N = 100
versus 91.6 = 5.4%, N = 75 for Pleurodeles;
and 42.8 + 9.1%, N = 100 versus 46.4 =
8.1%, N = 80 for Xenopus).

Mn** jons. Ten millimolar external Mn**
can mimic progesterone action in triggering
meiosis reinitiation in the three species
studied; this has also been reported by Ro-
binson (1979), working on Xernopus oocytes.
Our cytological preparations demonstrated
that true maturation occurred, since stim-
ulated oocytes always extruded a first polar
body and formed a normal second meta-
phase spindle (Fig. 6B). Percentages mat-
uration were 64.2 £ 25 (N = 69) in Ambys-
toma (4 females), 58.3 # 37 (N = 100) in
Pleurodeles (3 females), and 62.3 = 8.6 (V
= 167) in Xenopus (6 females), as corpared
to the respective control values of 95 = 10
(N = 75), 100 (N = 90), and 2.7 = 9.8 (N
= 180).
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In 13 experiments, each performed with
25 aequorin-injected oocytes from Pleuro-
deles (5 experiments), Xenopus (4 experi-
ments), and Ambystoma (4 experiments),
treatment with 10 mM MnCl resulted in a
brief light emission recorded during the first
minute, which was followed by a second
flash of longer duration occurring 2 hr later
(Fig. 10). The Mn**-induced Ca®* surge and
maturation also take place normally in
CaMg-free OR; 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
Ca®*. It thus seemed important to us to
study the effect of this drug on aequorin-
injected oocytes. Working with Ambystoma
oocytes, suspended in OR,, we found in two
experiments that this treatment resulted in
a free Ca®* surge (Fig. 11) and brought
about true maturation in 30% of the oocytes
(15 over 50). No response occurs without
external Ca®*. '

Carbon dioxide. 1t is now well estab-
lished that changing intracellular pH (pHi)
may produce Ca®* release from internal
stores (Fabiato and Fabiato, 1978) and that
CO, is a potent agent in changing pHi
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F16. 10. Mn**-induced Ca™ transients as recorded
from 45 Pleurodeles oocvtes injected with aequoerin.
Inset shows initial changes in light emission. Matura-
tion ratio: 28/45.

Ca®* Release in Meiosis 209
10 -
< 8
c
> 6
a
2 GVBD
£ 4 +
o
2 vﬂ“
0
4] 2 5 8' 11 14
Hours

Fic. 11. Valinomycin-induced Ca®* transient as re-
corded from 20 Ambystoma oocytes injected with ae-
quorin. Maturation ratio: 7,/20.

{Caldweli, 1958; Aickin and Thomas, 1977,
Lea and Ashley, 1978). It has been shown,
moreover, that the increase in light emis-
sion produced by aequorin-injected cells
under the influence of CO: is not brought
about by a direct action of either H* or CO»
on the apparent affinity of the photoprotein
for Ca®* (Lea and Ashley, 1978). We there-
fore exposed two different lots of 25 ae-
quorin-injected oocytes from Ambystoma
to CO; for 10 min. CO, was applied by
bubbling into an OR: medium where
NaHCO; was substituted for NaCl (Robirn-
son, 1979). Twenty minutes after begin-
ning this treatment, brief flashes of light
were recorded; these occurred randomly
throughout the experiment. 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), meiosis was, however, more difficult
to obtain with H COy™ than with progester-
one and the other mimetics. Most treated
oocytes went only to a stage where the
germinal vesicle was apparent at the animal
pole. True maturations occurred in only
16% of the population.

DISCUSSION

A great number of treatments have been
found to trigger meiosis when applied to
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Fic. 12. HCOy -induced Ca® transients as recorded from 25 Ambystoma oocytes injected with aequorin.

Maturation ratio: 21/25 GVA + 4/25 true maturations.

Xenopus oocytes: among them are Ca®*
iontophoresis (Moreau et al., 1976a), treat-
ment with the ionophore A 23 187 (Wasser-
man and Masui, 1975), and treatment with
the SH reagent PHMPS (Brachet et al,
1975). It has been proposed that these
meiosis stimulating drugs, with the excep-
tion of the K* ionophore valinomycin (Bal-
tus et al., 1977), might act by displacing
Ca®* from the membrane (Schorderet-Slat-
kine et al., 1977; Baulieu et al., 1978). Re-
cently, Robinson (1979) reported that Mn**
ions and CO; could also reinitiate meiosis
in Xenopus, although he had no clue as to
how the mechanism of these agents may
act. The major observation reported in the
present paper is that Ca** release is one of
the first consequences of the action of pro-
gesterone and four of its mimetics. This
observation on three species of amphibians,
both urodeles and anurans, is very similar
to our findings with aequorin-injected star-
fish oocytes (Guerrier ef al., 1978; Moreau
el al., 1978a,b) and greatly strengthens the
hypothesis that Ca®* release is a trigger for
meiosis reinitiation.

Previous attempts to use aequorin to
monitor free Ca’* changes during proges-
terone- and PHMPS-induced maturation
in Xenopus have failed to show any increase
in light output (Bellé et al, 1977). A likely
explanation of this result is that these au-
thors made their measurements using sin-
gle oocytes, since they were unable to re-
move the injection pipet from 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 uM. This pro-
cedure improved the percentage matura-
tion observed in injected ococytes. 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, where cytological controls
must be systematically performed.

In our experiments, we have combined
the advantages of two techniques: photo-
protein injection and Ca**-sensitive elec-
trodes. With aequorin and obelin, we could
detect the early flashes produced by Mn™*
and PHMPS. These were too rapid to be
recorded by the electrode since their dura-
tion fell below the time of response of the
electrode (see Figs. 1, 8, and 10}. On the
other hand, the electrode appeared more
sensitive to smaller Ca®* changes in this
material. This allowed us to see that the
progesteronc-induced Ca** transient begins
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as early as 15 min after hormone applica-
tion, i.e., some 15 and 75 min before that a
significant light response could be recorded
in Xenopus oocytes taken from 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-
nal calcium.

The Ca®* transient precedes MPF for-
mation (Masui and Markert, 1971). Inter-
estingly, the level of internal 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 Ca®* concentrations are applied si-
multaneously with ionophore A 23187 (Bal-
tus et al., 1977).

Our results suggest that a free Ca®* surge
is a necessary condition for meiosis reinitia-
tion. The following points support this hy-
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
Ca® transient; (3) between May and Sep-
tember, full-grown oocytes from Pleuro-
deles do not undergo meiosis in response to
progesterone and also fail to produce a Ca**
transient; (4) inhibition of progesterone-in-
duced maturation by 10 mM theophyline
(O’Connor and Smith, 1976} or 10 mM pro-
caine hydrochloride (present paper) is cor-
related with the absence of a Ca®* transient;
and (5) a variety of agents, including the
K* ionophore valinomycin, both initiates
meiosis and causes a Ca** transient.

At this point, one may ask what is im-
portant: Ca®* fluxes which occur through
the membrane as described by O’'Connor et
al. (1977) or a Ca’ release from intracel-
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lular stores as we have shown to occur in
starfish oocytes (Moreau et al., 1978a, b)?
We favor the second possibility because we
find that the oocytes of Xenopus, Pleuro-
deles, and Ambystoma reinitiate true
meiosis in CaMg-free medium, even when
supplemented with 10 mM 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
ORy). On the other hand, 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
where Ca®* and Mg®* have been replaced
by Ba®* or Sr**.

The source of Ca®* for intracellular re- -
lease is unknown. It is rather unlikely, how-
ever, that Ca** is liberated through binding
of progesterone to the postulated melano-
some receptor (Ozon and Bellé, 1973; Car-
taud and Ozon, 1979), since oocytes of the
albino mutant of Xenopus, which contain
no melanosomes or premelanosomes
(Bluemink and Hoperskaya, 1975), produce
the same progesterone-induced Ca®* tran-
sient as in the wild type.’

Ca’* has been proposed as a second mes-
senger for a wide range of physiological and
biocchemical functions (Rasmussen and
Goodman, 1977; Rebhun, 1977; Kretsinger,
1979; Masui and Clarke, 1979). Specifically,
Ca®* may act by way of calmodulin, a well-
characterized protein found in many cells,
which changes its conformation over a
physiological range of Ca®* concentrations
(Waisman et al., 1978a). Calmodulin may
activate various enzvmes including cyclic
nucleotide phosphodiesterase, adenylate
cyclase, and protein kinases (Cheung ef al.,
1975; Schulman and Greengard, 1978; Ya-
sawa and Yagi, 1978; Waisman ¢t «/,
1978b). That calmodulin may function dur-
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ing amphibian maturation is indicated by
the finding that meiosis can be initiated by
the injection of Ca**-activated calmodulins
in Xenopus oocytes (Maller and Krebs,
1978}. In the course of the present work, we
also found that an 18,000 MW acidic and
heat-stable protein, prepared from Spha-
erechinus granularis oocytes and which
comigrated with authentic brain calmodu-
lin on 5-10% SDS PAGE, triggered meiosis
reinitiation when injected in Ambystoma
oocytes, simultaneously with Ca** 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 (Maller and Krebs, 1977,
O’Connor and Smith, 1979; Mulner et «l,
1979; Schorderet-Slatkine et al, 1979). At
this point, it is worth noting that the phos-
phodiesterase inhibitor theophylline 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 Ca®* surge.
In conclusion, the initiation of meiosis in
the amphibian oocyte provides an excellent
model 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 CYCLOHEXIMIDE REVERSIBLY

BELOCK PROGESTERONE INDUCED CALCIUM
SURGE IN AMBYSTOMA MEXICANUM QOCYTES

JEAN PIERRE VILAIN*, MARC MOREAU**
AND PIERRE GUERRIER**

Université de Lille [
et Station Biologique, Roscoff, 29211, FRANCE

The protoprotein aequorin was used in order to monitor Ca?* transients in conditions where
progesterone induced maturation was reversibly inhibited. Propionate but not isethionate Cl-free
medium impaired both meiosis reinitiation and the Ca®* transient, unless oocytes were returned to
normal Cl-containing medium. Similar results were obtained with the protein synthesis inhibitor
cycloheximide. In both cases, the incidence of germinal vesicle breakdown (GVBD) and the time
schedule relating it to the Ca®* surge appeared not very different from that found from control
oocytes. The evidence suggests that both treatments act on the initial step by which progesterone
triggers the intracellular Ca®* release needed for maturation promoting factor (MPF) claboration.
No definitive conclusion can be reached however from these experiments concerning the need for
protein synthesis during meiosis reinitiation.

We found recently, using Ca?* sensitive electrodes and the photoproteins aequorin and
obelin that treatment of anuran and urodele oocytes with progesierone and some of its mimetics
triggers an early Ca®* transient (16). We. considered this Ca?* transient as an essential step
for release of the meiotic block since it never occurred in progesterone irresponsive cocytes or
in oocytes simultaneously treated with 10 mM of either "theophylline or procaine. In this
work, aequorin-injected oocytes were used in order to demonstrate the effect of two different
inhibitory treatments on both meiosis reinitiation and the Ca?* surge. The first treatment
consisted of using Cl-free medium since data from Rosinson (18} suggested that progesterone
might indirectly affect a Ca?*-dependent chloride permeability of the oocyte. In these condi-
tions, we found that propionate but not isethionate-chloride exchange impaired meiosis
reinitiation, unless oocytes were washed and returned to normal Cl-containing medium.  These
effects were found to coincide with the inhibition and recovery of the progesterone induced
Ca?* surge. Identical results were obtained with the protein synthesis inhibitor cycloheximide
which has been shown to inhibit reversibly meiosis reinitiation both in Xenopus (2) and Rana
oocytes (19). These data strengthen the idea that Ca?* surge is an important step in metosis
reinitiation and that most inhibitors act at this level, blocking the production of the maturation
promoting factor.

MATERIALS AND METHODS

Fully-grown oocytes (1.8 to 2.0 mm in diameter) were isolated from ovarian tissues excised from mature
* Université de Litle 1, BP 36, Villeneuve d'Ascq, FRANCE -
** Dr. Pierre Guerrier, Station Biologique, 29211 Roscoff, FRANCE.
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Ambystoma mexicanum females anesthesied with MS 222 (aminobenzoate methanesulfonic acid salt, Aldrich).
Oocytes were released from the follicles by manual dissection and allowed to recover for 8 hr in OR; medium
(26). This delay ensured the elimination of occasionally stimulated oocytes from the experimental batches.
Oocytes prepared in this way and continuously exposed to progesterone (I pg/ml) showed 97.54:6.29, matura-
tion, n=187. Incubations of control and treated oocytes were run simultaneously in covered polystyrenc petri
dishes (Falcon) containing 10.0 ml of OR,. Stock progesterone (Sigma) was prepared up to | mg/ml in absolute
ethanol and used at a concentration of | gg/ml all throughout the experiment. Cycloheximide (Sigma) was
regularly made up fresh in OR, at a stock concentration of | mg/ml. The incubation dose was 10 to 20 pg/ml,
drug being applied 1 hr 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 Samson and ScHUETZ (19). Aeguorin (Sigma, type I) was recovered after filtration through a short column
containing Sephadex G 25 coarse which has been cquilibrated with a solution of Na acetate, 10 mM; EDTA,
1 pM; pH 6.2. The protein was pressure injected into the oocytes (0.1 xl by cell) through a micropipet with a
bevelled tip 3 x5 xm.  Light emission was detected without a light guide, using an EMI 9635 QB or an Hama-
matsu R 374 photomultiplier operated at 1100 V. The anode current was measured with a current to voltage
converter having a time constant of 60 ms, displaved on an oscilloscope and recorded on a chart recorder.
Germinal vesicle breakdown (GVBD) was determined at the end of each incubation period, looking at the oocytes
under a dissecting microscope. In Ambysioma, it is indeed easy to sce the difference between those oocytes
which underwent GVBD and have the black dot representing the 2nd maturation spindle and the ones whose
germinal vesicle has only migrated towards the animal pole (GYA). Furthermore, oocytes which matured
normally were found to activate, extruding the second polar body and releasing the follicular envelope, when
stimulated by a pulse (80 V, 100 ms) applied between two Ag-AgCl plates separated by 2cm.  Evolution of the
resting potentials was recorded by classical electrophysiological techniques. Elcctrodes were filled with 3 M
¥.Cl and had resistances of 15-30 M2. The voltage monitoring electrode was connected to a unity-gain amplifier.
The indifferent refercnce Ag-AgCl electrode, bathing in 3 M KCl, was linked to the medium through an
agar-bridge in order to avoid junction potentials, Data were recorded with a Tektronix oscilloscope and with
a Sefram pen recorder.

RESULTS

From Table 1, it can be seen that isethionate does not block progesterone-induced matura-
tion. Moreover, this anion has no effect on the ococyte resting potential which evolves normally
after progesterone stimulation from —60, —70 mV to —20, —30 mV. By contrast, replacement
of all or half of the NaCl present in OR, medium by propionate readily inhibited meiosis
reinitiation as well as the evolution of the resting potential. This remained stable after an
initial hyperpolarization of about 3 mV. It is possible that this effect depends on the fact that
propionate is a weak acid, by which the intracellular pH may be affected (5). Propionate
inhibition of meiosis reinitiation is however reversible since washing the oocytes always allowed
them to resuine true maturation without additional exposure to progesterone (Table 1).  Clearly,
this is not an “‘off response” to the weak acid since control experiments performed only with
propionate, in absence of the hormone, repeatedly failed to trigger meiosis reinitiation.

Essentially identical results were obtained with cycloheximide. This drug, which has no
significant cffect on the oocyte resting potential, also blocks the depolarization response fol-
lowing progesterone addition, as has been already described for Rana (29).  Data from Table 2
confirm moreover that cycloheximide is as a potent inhibitor of meiosis reinitiation in Ambystoma
as it has been previously described for Xenopus (2, 3, 4. 12, 20, 27) and for Rana (17, 23).  The
also demonstrated this effect to be reversible by simple washing without additional progesterone
exposure as previously shown for Xenopus (2) and for Rana (19). Truc malurations were
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Tablc I. Effect of Cl-free OR®* medium on progesterone-induced meiosis reinitiation in
Ambystoma mexicanum 0oCytes.

Post Treatment

. Resulting Resulting
First treatment*
GvBD Wash** Progesterone GVBD
Progesterone 24/25
OR, vehicle 0/25 no yes 25/25
Isethionate +
Progesterone 20/20
Propionate + 0/25 ryes yes 10/10
Progesterone { yes no 15/15
Progesterone 36/40
OR; vehicle 0/15 no yes 15/15
Propionate + 0/25%** yes no 21/25
Progesterone 0/15 ‘no no 0/15
yes no 10/10
Half Propionate + " 0/ts no no 0/ 5
Progesterone yes no 10/10

* Progesterone (1 pg/ml) added 45 min after placing the oocytes in Cl-free OR, medium.
** Wash consisted in 310 m! rinse, then reincubation in 10.0 ml OR; alone or with pro-
gesterone.  Wash began at t=414 h.
*** Experiment with aequorin-injected oocytes.

Table 2. Effect of cycloheximide on progesterone-induced maturation in Ambystoma mexicanum.

Post Treatment

Expe- First Resulting Resulting
- *
riment treatment GVBD Wash* Progesterone GVBD
Progesterone 15/15
OR; vehicle 0/15 no yes 15/15
i Cycloheximide 3 GVA/I5** yes no 16/25
(10 pg/ml) (6 GVA/[25%** yes no 21/25
-+ Progesterone L6 GVA/20 yes no 18/20
Progesterone 15/15
OR; vehicle 0f15 no yes 15/15
2 Cy(cl‘g’*}f’om‘l’)de [0/23**%  yes no 16/23+ 7 GVA
ot =t
+Proéesterone 10/15 yes no 10/15+ 3 GVA
Progesterone 15/15
OR, vehicle 0/15 no yes 15/15
3 Cycloheximide
(20 seg/mb) 2 GVA/25*** yes no 8/15+ 7 GVA
+ Progesterone
I:;'ogcstcrone 20/20
OR, vehicle 0/50
4 Cycloheximide
(10 1¢'ml) 12 GVA/25%* yes no 8/25+14 GVA
<+ Progesterone

* Wash and incubation conditions as for Table 1.

*+ GVA refers to partially stimulated oocytes showing only migration of germinal vesicle
towards the animal pole,  After first treatment. the others vocytes remained unstimulated.
After second treatment, all the remaining oocytes have undergone GVBD and showed the
black dot for 2nd maturation spindle.

4 Experiments with acquorin-injected oocytes.
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usually obtained in these conditions, except in some experiments where a variable percentage of
oocytes stopped their evolution after the germinal vesicle has reached the animal pole (Table 2).
In no case did GVBD obtained from cycloheximide pretreated and washed oocytes occur
before GVBD was observed in untreated paired oocytes from the same age stimulated with the
hormone. On the contrary, such treated oocytes were often found to resume maturation with
a significant delay, GVBD occuring 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, using aequorin-injected oocytes, it appeared
that both propionate (Fig. I, A) and cycloheximide treatments (Fig. 2, A) virtually abolished
the Ca?* surge which normally occurs after progesterone stimulation. Following the washing
procedure (which was completed in less than 15 min) a second Ca?* transient developed
however (Figs. 1, B and 2, B), which attained the usual value and preceded GVBD by 2 to
3 hr. In those cycloheximide-treated oocytes which showed a significant delay in resuming
maturation, we found moreover that the Ca?* surge was greatly delayed as was GBYD. This
last event occurred however at the expected time, some 3 hr after peak light emission, i.e. be-

fight intensity in nanocamperes

0 ! 8 12 16 20
Hours

Fig. 1. Effects of propionate Cl-free OR. medium on progesteronc-induced Ca®* surge and maturation
in Ambystoma mexicanum oocyles.

B, Ca®t surye in presence of propionate (A). Progesterone was added at t=--30 min 10 oocytes
suspended in propionate Cl-free medium from t=—45 min. The oocyles were washed at t=
+ 13 hr 30 min.

©--@, Ca®*surge in the same washed oocytes (B). to=-end of the washing procedure. Maturation
ratio were 0/25 at 13 hr 30 min and 21,25 true GVBD with first polac body at 28 hr.

Control experiments performed on acquerin-injected oocytes maintained in OR, medium in abseince of

hormone addition repeatedly failed to show any transient Ca** surge.
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light intensity in nanoamperes

Hours
Fig. 2. Effects of cycloheximide on progesterone-induced Ca®* surge and maturation in Ambystoma
mexicanum oocytes.

®—, Cat*surge in progesterone + cycloheximide {10 ug/ml) treated oocytes (A). Cycloheximide and
progesterone added at t=—45 min and +30 min respectively. Oocytes washed at t=--14 hr.

©—0, Ca® surgein the washed occytes (B). to=end of washing procedure. Maturation 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).

DiscussioN

The data presented here demonstrate that administration of propionate or cycloheximide
simultaneously with progesterone blocks meiosis reinitiation in Ambystoma; these treatments
also reduce the Ca?* surge which normally occurs following progesterone or mimetic stimulation
(16). This agrees well with our finding that [0 mM theophyliine or procaine completely
abolished both the Ca?* surge and meiosis reinitiation in Xenopus and strengthens the view
that the Ca2* transient constitutes an indispensable early step in the meiosis reinitiation process.
Such an assumption is further supported by fact that both the Ca?* surge and maturation
resume normally without additional progesterone cxposure when propionate or cycloheximide
are washed out of the medium. Of course, this suggests either that progesterone has already hit
its primary target before washing or that a sufficient amount of it remained trapped in the
oocyte at this stage. This is not unlikely since SyiTit and ECKER (25) found that 307 of the
steroid remained bound to the oocyte after an extensive washing and since progesterone did not
appear to move rapidly from its local membranesite of application (22). In our experiments,
it is worth noting that the delayed GVBD we obscerved sometimes to occur after the washing
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procedure were directly related to an abnormal delay in development of the Ca?* surge. By
contrast, this event always maintained its usual temporal relationships to GVBD. On this
point, our data are in close agreement with those obtained on Rana by SamsoON and SCHUETZ
(19). Both demonstrate that no advance is taken up by the oocyte on its way to maturation
during the period it is incubated with cycloheximide. It follows that this drug must act quite
early during the process of meiosis reinitiation. Since the maximal Ca?* surge seems to
coincide temporally with the appearance of full MPF activity (27, 11), it is not surprising that
cycloheximide inhibits the burst of protein phosphorvlation which, in progesterone-stimulated
Xenopus oocytes, was found to occur just before GVBD (10).

These new data raise again the problem as to whether 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 protein synthesis. Presently, the question is
far from clear, although it is well documented that protein synthesis actually increases after
progesterone stimulation and that cycloheximide may inhibit more than 909 of the protein
synthesized by the oocyte (11). The fact that this inhibition is readily reversible in Ambystoma
as well as in Xenopus (2) and Rana (19) remains quite puzzling however. So are the facts that
few significant differences have been observed in the pattern of proteins synthesized by treated
and untreated oocytes before GVBD (11) and that protein synthesis is also stimulated in non
maturing oocytes taken from HCG injected frogs (1). Finally it must also be remembered that,
in mammals (24) as well as in starfish (7), protein synthesis is not required for triggering meiosis,
at least up the first metaphase. Using Marthasterias glacialis oocytes, we found moreover that
emetine, an other protein synthesis inhibitor, did not block maturation at those concentrations
which abolished protein synthesis. It was only effective when higher doses were used which
inhibited the intracellular Ca?* release and the phosphorylation step which normally accompa-
nied it (9, 15).

The hypothesis that cycloheximide may act at the protein synthesis level cannot be denied
however on the basis of the present experiments. It has been shown indeed that Xenopus
oocytes, stimulated by LANTHANUM (21), by chemical or physical iontophoresis (28, 13) or
through phosphophorylase kinase or protein kinase injection (l14), failed to mature in the
continuous presence of cyclohekimide. The delayed responses we observed sometimes in the
development of the Ca?* surge after prolonged cycloheximide treatment and further washing
also suggest that even this early response may require the synthesis of an initiator, as first
proposed by WassermMAN and Masut (27).  This might eventually be a protease, since various
antiproteases have been found to block the progesterone or ionophore but not the MPF-induced
maturation (8). Presently, it remains unclear whether MPF-induced maturation may take
place or not in the complete absence of protein synthesis (6, 23, 27). Clearly, much work
remains to be done on this subject before a definitive answer can be reached.

This work partly supported by D. G. R. S. T. ACC 79.7.07.88.
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UNCOUPLING OF OOCYTE-FOLLICLE CELLS
TRIGGERS REINITIATION OF MEIOSIS IN
AMPHIBIAN OOCYTES
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PIERRE GUERRIER?

YWniversité de Lille 1, B. P. 36 VILLENEUVE D’ASCQ-FRANCE
tSration Biologique 29211 ROSCOFF-FRANCE .

Reinitiation of -nieiosis has been triggered in vitro in oocytes of the anouran Xenopus lacvis
and the urodeles Pleurodeles waltlii and Ambystoma mexicanum by enzymatic, mechanical or manual
defolliculation, without addition of hormone. By measuring changes in the membrane resistance
and time constants. we also demonstrate the existence of an electrical polarized coupling between
the oocyte and its follicle and show that progesterone breaks it definitively within the first two
hours. These results are discussed in relation to mammalian maturation,

Meiosis reinitiation in amphibian and starfish oocytes has been shown to depend directly
upon the release of intracellular Ca2* under the influence of the natural hormone and various
mimetics (4, 18, 19, 26). In the amphibians, it is clearly established that follicle cells synthetize
and release progesterone under the influence of pituitary hormones (14, 22). This hormone is
known to act directly at the cell level in vitro as well as in vivo, and renders oocytes fertilizable
(8, 30). Although this has been rarely quoted in the litterature (1), many authors, working with
Xenopus oocytes, however, found that spontaneous maturation may also occur following de-
folliculation. 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 stimulation. How-
ever, such studies, when measuring changes in the oocyte membrane resistance, have neglected
the possible “‘shunt™ effect that the follicular cells may have introduced. Recent evidences
indicate, morcover, that typical gap junctions exist between the amphibian oocyte and its {ollicle
(16), and they are susceptible to hormone regulation (7).

In this paper, we establish that spontaneous maturation actually occurs in anuran and
urodelen oocytes following enzymatic or mechanical defolliculation. By measuring changes
in the membrane resistance and time constants, both on free oocytes and intact follicles, we also
demonstrate the existence of a polarized coupling between the oocyte and its follicle and show
that progesterone breaks it definitively after 80 min.

MATUERIAL AND METHODS

Sexually mature HCG unstimulated Nenopus laevis, Pleurodeles waltlii and by scomea mexicanum obtained
from different stocks were rearcd in Roscoff.  Full grown oocytes taken from the ovary were dissecied out of
their follicles cither with fine forceps, collagenase treatment (20), or by stirring them in a beaker coated on its
internal side with abrasive paper 005 »m grain. Collagenase treated oocytes (Shr, Img mi, Worthington),
which were atlowed to recover overnight at 4°C in OR, medium (27), mechanically defoliiculated oocytes, or

687
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intact fofilicles were then submitted to progesterone stimulation (Sigma, l/:g, ‘ml). Controls consisted of
similarly prepared material not treated with progesterone.

Appearance of the black dot for the second maturation spindle (Urodeles), cytological controls demon-
strating the presence of an arrested second metaphase spindle, and the capacity of the treated oocytes to become
activated when siimulated by a pulse (80 V, 200 ms) applied between two Ag-Ag Cl plates were the only critera
used for concluding in true maturation. Current-clamp measurements were performed in a conventionnal
manner, using two electrodes (20-30 M{). Permanent records were made with a linear chart recorder and the
membrane time constants were analysed with an 11 bits digital transient recorder. These were calculated
using the expression V= Vm(l—en: ) Where R is the membrane resistance in ohms, C the membrane capacity
in farads, ¥m the membrane potential at the plateau levels in volts, and ¢ the time in seconds. The time

constant given in seconds was obtained by plotting Log (l -y

) versus lime,
Vi

REesuLTS

When we first compared the effects of progesterone or Mn?2* ions (19) on intact follicles
or denuded oocytes, we found repeatedly that follicle-free oocytes evolved faster and gave a
higher percentage of true maturations., The data presented in Table I account very well for
these observations, since they indicate that truc maturations can be triggered by simple de-
folliculation whithout addition of any hormone. Such stimuiated oocytes have been found to
exhibit exactly the same patterns of change in membrane potential and conductance 4s are
usually found after addition of progesterone (5, 17, 28, 31). The maturation ratios observed
were ahways higher with urodeles than with Xenopus ococytes. Preliminary results demonstrate
however that Pleurodeles oocvtes, taken outside of their normal breeding season, neither respond
to progesterone nor to defolliculation. In addition, we wish to stress that collagenase triggered
maturations cannot result from a steroid contamination, since no significant difference in
maturation ratios were observed before or after an extensive dialysis of the enzyme. In each
case, the oocytes presented a normal second metaphase spindle and could be activated. Almost
identical results (GVBD and Ist polar body extrusion) have been obtained when the follicle
cells were removed by gentle abrasion. When applied to Xenopus oocytes, this method resulted
in 64 % maturation (32 out of 50 oocytes), whereas the medium recovered from the experimental
vessel could never trigger any maturation if assayed on intact follicles. All the control ex-
periments, which were performed in absence of abrasive paper, were fully negative, even after a
36 hr treatment. It thus appears that uncoupling the oocyte-follicle cell junction may actually
trigger meiosis reinitiation.

Table |. Percentage of maturation after defolliculation or 1ddmon of 10-5 M progesterone to
intact follicies.

Manual

. Collagenase e Progesterone Untreated
Animals treatment « 0?)2’;‘12’,%'3:10&{ ) on follicle follicles
! ?
Xenopus o/ o 0 o/
a0 9) 61 % (119) 25% (113 729% (210) 075 (240)
Plearodeles 92% (100) 74% (42) 100% ( £0) % (175)
(5¢2)
Ambystoma o/ [ 7Q - o ¢ 5 9o/ R
(4 9) lethal 67% ( 78) 100%, ( 70) 09 ( 80)
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The properties of this junction have been further explored using the current clamp technique.
Only one component time constant could be recorded from the defolliculated oocytes, hy-
perpolarizing and depolarizing currents giving identical values (curve 1, Fig. 1A). On the
contrary, oocytes enclosed in follicles exhibited two different time constants. Both components
(curve 1, Fig. 1B) were revealed in the depolarizing conditions while only the slow component
was observed in the hyperpolarizing conditions (curve 2, Fig. 1B). Table 2 gives mean values
for these time constants and for the membrane resistance in the three species here studied. One

Log{1-Y_ ) B C
g( vm A A
5F 3 o 15
. /
41 2 | 44
3t o “3
g/
2r - 12
v
/ s
¥ I / ik
0 10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 10 20 30 40 50
milliseconds

Fig. 1. Time constants of the membrane of Ambystoma oocyte, as measured by current clamp in typical
experiments. A defolliculated oocytes, ©O-O depolarizing currents, -+-+ hyperpolarizing currents;
B, oocytes with follicle celis, -7 depolarizing currents, -+—--+ hyperpolarizing currents; C, changes
of the time constants, measured by depolarizing currents after the addition of progesterone to follicle
encloscd oocytes. -0 t==C min, @@ t=80min, A-A t=180 min post hormone addition.

Table 2. Mecan values of the membrane resistance R and the membrane time constants =, before
(a) and after manual (b) or collagenase (c) defolliculation.

7 in seeends m§

Animals -
(a) (b} © (@) (b) ©
107.9+34 483.0422 3147482 31.8+£5 44.1+74 316417
Xenopus 16.0-4-7
(7 9) (n=173) {(n—=58x (n=58) (n=62) (n=42) (n=33)
122.0+6.9 392.0-:39 311.0470 24.6+4 29913 202+ 6
Plenrovdeles 59423
3 %) (n=17) (=19 (a=12) (n=12) (n= 6) (n= 8
' 120.54- 8 284.0- 9.2 lethal 7.6+1.6 14.347.6 lethal
Ambystoma 33418

4 =) (n=14 n=1%) (n=:14) (n==12)
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can see that defolliculation results in a dramatic increase in the membrane resistance, with a
parallel loss of the fast time constant component. That component must therefore represent a
contribution from the follicle cells, whereas the slow component probably rcpresenfs the true
plasma membrane time constant. Working on intact follicles, we found, moreover, that cocytes
and follicles began to uncouple within 20 min after progesterone addition. In Fig. 1C, indeed,
it can be seen that the fast component, measured at to (t=7 ms+3.83, n=12), is no longer
present at 80 minutes, while the slow component (1=12ms+4.19, n=7) persists with no
significant variation (t =10 ms+4.07, n=15) at 180 min. No further evolution then occured
up to germinal vesicle breakdown, indicating that follicle cells are complely sloughed ofl within
the first 2 hr.

Discussion

In this paper, we establish that true maturation can occur following defolliculation of the
amphibian oocyte. No similar data have been reported elsewhere, except for the mammalian
oocyte. In mammals, it is indeed well documented that reinitiation of meiosis can cccur in
vitro, after release of the oocytes from their ovarian follicle into a suitable medium, without
addition of hormone (6, 10, 11, 13, 23). A lot of ultrastructural observations have demon-
strated the presence of gap~junctions between the oocyte, the cumulus and the granulosa cells
(2, 3, 12), junctions which are hormonally controlled and usually break down following
‘gonadotropin stimulation (9, 15, 21). Similar specialized junctions have been also demonstrated
to occur in amphibians, between macrovilli of the follicle cells and the oocyte plasma membrane
(7, 16, 29). = Our measurements now demonstrate that these junctions are also polarized and
hormonc regulated. From these results, one may thus ask if progesterone really acts in vivo
by an other way than by decoupling the oocyte-follicle cells junction.  This proposition, however,
must not be taken as a negation of the fact that progesterone may directly trigger meiosis in
defolliculated oocytes (30). That follicle cells cannot exert a permanent negative control upon
maturation is indeed supported by our observation that Pleurodeles oocytes, taken outside of
the normal season (25), are no longer able to respond either to progesterone or to defolliculation.
They do not exhibit as well the transient Ca2* increase which normally accompanies maturation
(19). 1t is therefore possible tHat some compound may have moved from the follicular cells to
the oocyte via the gap-junctions and precluded the overall maturation process. During the
normal season, on the contrary, a positive mechanism of control may be envisaged, by which a
mechanical, enzymatic or hormonally induced disruption of the functional oocyte-follicle
coupling may lead to the same intracellular Ca?* surge which is normally brought about by
the hormone or its mimetics acting on denuded oocytes.  In any case, these new findings, which
point to a possible redundant process, warrant further research.

This rescarch was supported by the D.G.R.S.T. (ACC 7770259 and 7970777). We wish to thank Dr.).P.

Trinkaus for correcting the English version,
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RESTME

L'ovocyte des Amphibiasns constitue un mcdéle particuliérement faveorable gour
étudier les mécanismes par lesquels un signal extérieur (hermonal cu mimétique) persu
gt transformé au niveau membranaire entraine un changement des propriétés &lactropny-
sioclogiques da la membrane plasmigue =2t das activités intracytoplasmiques.

Aprés avaoir étudié les caractéristiques électrophysioleogiques de la membrans
plasmique cdes ovocytes d'un Amphibien Urodéle : Plewrodeles wagltlit, nous avens démon-
tré sans ambiguité que 1l'application de progestérone ou de ses mimétigues, responsabls
de la reprise de la méiose, entraine une augmentation notables de la concantraticn en
calcium libre intracellulaire [Caz*}i-. L'analyse fait appel 3 trois tschniguss dis-
tinctes (i) mesurs ces variations ge le conductance membranaire, (ii} mesure de l'act
vité ionique intracsllulaire de Ca“* et de K* avec des électrodes Ca“*spécifiques et
K* spécifiques, (iii) microinjection intracellulaire de la photoprotéine asgquorine.
Ces expériences nous ont permis de montrer que le ‘Calcium fonctisonne comme messagsr
secondaire tant chez les Ancurss que chez les Urcdéles. Ces arguments. supplémentaires
démontrent que la cycloheximide, substance inhibitrics des synthéses protdiques, at ls
propionate de Na bloguent de mani2re réversible la libératicn de calcium et lz réini-
tiaticn méiotique. L'utilisation des technigues d'analyse biclogigque et électrocghysioc-
logique a permis de montrer que la défolliculation des oveocytes de Xenopus, Pleurcdelc
et Ambystoma permet la reprisa de 1’'svolution mélotigque en absence de toute addition
d’'hcrmone exogsne.

L’influence de la libération transitoirs du Ca?* au niveau des perméabilitss
passive et active ds la membrane gvocytairs est discutée ainsi qu’'au niveau ds la
joncticn callule folliculairs ovaocyte.

Mots clefs : Amphibien, ovocyts, ' ‘meicse, permeabilit® membranaire,
veltage-clamp, échange ac:if



