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Abréviations.

6-DMAP
APC
BAPTA
CAK
CAKAK
CaMKII
Cdc

Cdk
CEN-P
CICR
CPE
CPEB
CSF
DAG
EGF

GC
GVBD
IP3
MAPK

MAPKK (MEK)

MPF
PIP2
PKA
PKC
PLC
Plkk1
Plx1
PP1
PP2A
Rsk
TFIIH

: 6-diméthylaminopurine.

: Anaphase Promoting Complex.

: 1,2 bis (2-AminoPhenoxy) ethane N,N, N’, N’-Tetra Acetic Acid.
: Cdk Activating Kinase.

: Cdk Activating Kinase Activating Kinase.
: Calmodulin Kinase II.

: Cell Division Cycle.

: Cyclin Dependent Kinase.

: Centrosomal Associated Protein.

: Calcium Induced Calcium Release.

: Cytoplasmic Polyadenylation Element.

: Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding Protein.
: Cytostatic Factor.

: Diacyl glycérol.

: Epidermal Growth Factor.

: Granules Corticaux.

: Germinal Vesicle BreakDown.

: Inositol 1,4,5 triphosphate.

: Mitogen Activated Protein Kinase.

: Mitogen Activated Protein Kinase Kinase.
: Maturation (M-Phase) Promoting Factor.

: Phosphatidylinositol 4,5 diphosphate.

: Protéine Kinase A.

: Protéine Kinase C.

: Phospholipase C.

: Polokinase kinase.

: Polokinase 1.

: Protéine Phosphatase 1.

: Protéine Phosphatase 2A.

: Ribosomal Sé6 Kinase.

: Transcription Factor II H.
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Introduction

Les ovocytes immatures de Xénope sont bloqués en prophase de premiére division de
méiose. La reprise de la méiose est déclenchée in vivo et in vitro par la progestérone. Cette
hormone permet 1’activation du MPF (M-Phase Promoting Factor), facteur universel d’entrée
en phase M, de MAPK et de c-mos (MAPKKK en amont dans la voie d’activation de
MAPK). A P’issue de la premiére division de méiose, la deuxiéme division s’engage mais
s”arréte aussitdt en métaphase. Ce deuxiéme blocage est dii au facteur cytostatique (CSF)
présent dans les ovocytes matures d’amphibien. Il a été décrit dés 1971, mais son identité
n’est pas connue. Cependant, plusieurs kinases sont impliquées dans I’activité cytostatique :
c-mos, MAPK. En outre, I’arr€t métaphasique est associé¢ & une activité MPF élevée. La
fécondation ou des agents qui imitent la libération de calcium survenant lors de la
fécondation entrainent la levée du blocage métaphasique qui s’accompagne de la chute de
Pactivité des kinases mentionnées ci-dessus.

Dans la mesure ol le systtme phosphorylation/déphosphorylation joue un. rdle
primordial tant dans le blocage métaphasique que dans les mécanismes qui président a sa
levée, nous avons utilisé des inhibiteurs de protéines-kinases et de protéines-phosphatases afin
d’appréhender le role de ces protéines dans ce phénoméne.

Notre mémoire débutera par des généralités concernant les étapes initiales de la
maturation ovocytaire puisque ¢’est au cours de la reprise de la méiose que sont synthétisées
ou activées plusieurs protéines-kinases supposées jouer un rdle dans I’arrét métaphasique.
Nous décrirons I’arrét en métaphase ainsi que les mécanismes de sortie de phase M et de la
levée du blocage métaphasique. Nous présenterons ensuite les articles auxquels notre travail a

donné lieu.



Historique

1. La maturation des ovocytes de Xénope, un modéle de la transition G2/M.
1.1 Aspects cytologiques.

A Tissue de leur croissance, les ovocytes de Xénope sont bloqués en prophase de

premiére division de méiose, au stade diploténe. L’aspect externe de ces ovocytes de stade VI
(classification de Dumont, 1972) est caractérisé par un hémisphére animal pigmenté et un
hémisphére végétatif clair (Figure 1A). Le noyau, encore appelé vésicule germinative, occupe
une place excentrée vers le pole animal (Figure 1B). La reprise de la méiose, ou maturation
ovocytaire, est déclenchée par une stimulation hormonale. D’un point de vue cytologique, la
reprise de la méiose débute par ’apparition d’une zone dépourvue de plaquettes vitellines au
niveau de la face inférieure de la vésicule germinative, ou des faisceaux de fibres constitués
principalement de microtubules, sont disposés tangentiellement. La rupture de I’enveloppe
nucléaire (GVBD, Germinal Vesicle Breakdown, figure 2A) se produit a la base de la vésicule
germinative (Tchou-su et Wang, 1958). Certains microtubules envahissent le nucléoplasme
alors que d’autres s’étendent latéralement (Brachet et coll., 1970 ; Huchon et coll., 1981). La
migration de I’appareil microtubulaire et de la vésicule germinative vers le pdle animal
s’accompagne d’une dépigmentation locale a I’apex de la cellule, que I’on appelle la tache de
maturation (Figure 2B).
Finalement, & proximité¢ de la membrane plasmique, les chromosomes condensés sont
collectés par le fuseau métaphasique. Etant donné I’absence de centrioles, ce fuseau ne
possede pas d’asters. Les chromosomes homologues se séparent et le premier globule polaire
est émis. La deuxiéme division s’engage mais elle n’évolue pas au deld de la métaphase
(figure 2C). Au centre de la tache de maturation, il est possible d’observer le premier globule
polaire et I’extrémité du fuseau ancrée dans la membrane plasm{que (figure 2C).

In vivo, les ovocytes matures sont expulsés des follicules dans la cavité péritonéale,
puis ils sont transportés via ’oviducte pour éﬁe pondus. Au cours de leur passage dans
Poviducte, la gangue se dépose autour des ovocytes. Ils sont alors préts a étre fécondés. C’est
le spermatozoide qui permettra & P'ovocyte de terminer sa deuxiéme division et qui

déclenchera le développement embryonnaire.






Figure 1. Ovocyte immature de Xenopus laevis.

A. Ovocyte immature de Stade VI de Xénope (x 50). La pigmentation des ovocytes permet
de distinguer deux hémispheéres : un hémisphére animal de couleur brune et un hémisphére
végétatif plus clair, moins riche en pigments.

B. Coupe d’un ovocyte de stade VI (x 210) : 1. Vésicule germinative, 2. Enveloppe
nucléaire, 3. Zone sous-nucléaire dépourvue de plaquettes vitellines, 4. Plaquettes

vitellines, 5. Membrane plasmique, 6. Pigments, PA : Ple animal.

10






Figure 2. Maturation des ovocytes de Xenopus laevis.

. Coupe d’un ovocyte au stade de la rupture de I’enveloppe nucléaire (GVBD ; x 200). -

. Ovocyte mature (x 55). La migration de la vésicule germinative vers le pdle animal
entraine 1’apparition d’une zone dépourvue de pigments a I’apex de la cellule : la tache de
maturation.

. Coupe d’un ovocyte mature bloqué en métaphase II (x 800) : le fuseau de métaphase est
ancré dans la membrane plasmique, perpendiculaire a la membrane ; gp : premier globule

polaire.
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1.2 Déclenchement de la reprise de la méiose.

Sous l’action des gonadotropines, les cellules folliculaires sécrétent une hormone
analogue 2 la progestérone. En effet, lorsqu’elle est ajoutée dans le milieu physiologique elle
est capable de déclencher la maturation des ovocytes d’amphibiens anoures (Masui, 1967 ;
Schuetz, 1967 ; Smith et coll., 1968) et urodéles (Vilain, 1977). Le mode d’action habituel de
cette hormone stéroide fait intervenir des récepteurs nucléaires. Cependant, ’injection de
progestérone est sans effet sur les ovocytes de Rana pipiens (Masui et Markert, 1971 ; Smith
et Ecker, 1969, 1971) ou de Xenopus laevis (Jacobelli, 1974 ; Drury et Schorderet-Slatkine,
1975). La maturation peut étre obtenue en incubant les ovocytes de Xénope en présence de
progestérone sous forme non perméante (Ishikawa et coll., 1977 ; Beaulieu et coll., 1978 ;
Godeau et coll,, 1978 ; Bandyopadhyay et coll., 1998). Pour induire la maturation, la
progestérone agit donc au niveau membranaire mais aucun récepteur n’a pu étre identifié, la
majorité des études réalisées n’ayant révélé que des liaisons non spécifiques ou artéfactuelles
(Liu et Patino, 1993 ; Maller, 1998). Toutefois, une protéine membranaire qui pourrait
participer a la composition du récepteur de la progestérone a été isolée (Falkenstein et coll.,

1996 ; Meyer et coll., 1996).

Par ailleurs, la progestérone stimule dans des préparations de membranes plasmiques
d’ovocytes de Xénope une activité tyrosine kinase responsable de lactivation de la
phospholipase C (Morrison et coll., 2000). Elle provoque également une augmentation de la
concentration d’IP; (Carrasco et coll., 1990, Stith et coll., 1992 ; Whitacker, 1995), nécessaire
a la maturation (Han et Lee, 1995). L’IP; se fixe au niveau du réticulum endoplasmique et
induit la libération des ions calcium stockés dans cet organite. Cette libération de calcium
pourrait jouer un role dans la reprise de la méiose induite par la progestérone (Kobrinsky et

coll., 1995 ; Duesbery et Masui, 1996a ; 1996b).

1.3 Le MPF.

L’existence d’un facteur cytoplasmique responsable de la reprise de la méiose des
ovocytes d’amphibien a été mise en évidence par des expériences de transfert de cytoplasme.
En effet, lorsque le cytoplasme d’un ovocyte de Rana pipiens préalablement incubé dans un

milieu contenant de la progestérone est injecté dans un ovocyte immature receveur, ce dernier
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subit une maturation rapide (Masui et Markert, 1971). Ce facteur cytoplasmique a été appelé
Maturation-Promoting Factor (MPF). '

Il est apparu que I’activité du MPF est dépendante de son état de phosphorylation (Wu
et Gerhart, 1980). La purification du MPF a révélé qu’il est composé de deux sous-unités
(Lohka et coll., 1988) et des études menées sur les levures ont contribué a I’identification des
composants du MPF. En premier lieu, le géne cdc2 a été cloné et séquencé : il code une
protéine de 34 kDa ( Hindley et Phear, 1984 ; Simanis et Nurse, 1986 ). Des génes homolo-
gues au gene cdc2 ont été trouvés par la suite dans de nombreuses espéces. Tous les produits
de ces génes codent des protéines d’une masse de 33/34 kDa possédant une séquence
conservée de 16 acides aminés renfermant un motif “PSTAIR”. Il a été montré que le
deuxi¢éme composant du MPF, une protéine de 45 kDa purifiée chez le Xénope était reconnue
par des anticorps anti-cycline B (Gautier et coll., 1990), et s’associait avec la protéine kinase
cdc2 (Gautier et coll., 1990). Les cyclines ont été identifiées pour la premiere fois durant les
clivages embryonnaires des ceufs d’invertébrés marins. Synthétisées rapidement lors de
’interphase, elles sont dégradées de maniére abrupte a la fin de chaque mitose (Evans et coll.,
1983). La cycline B avait ét¢ identifiée comme un composant du MPF dans d’autres espéces
deés 1989 (Minshull et coll., 1989).

Ainsi, le MPF est un complexe constitué de deux sous-unités : la premiére, catalytique,
est la protéine-kinase homologue au produit du géne cdc2 de levure, et la seconde, régulatrice,
correspond a la cycline B. Le MPF est apparu comme un régulateur universel de la phase M,
impliqué tant dans la mitose des cellules somatiques que dans la méiose des cellules
germinales. Depuis la découverte de ce complexe, d’autres complexes analogues ont pu étre
mis en évidence. Aussi, les protéines-kinases dont I’activité est régulée par les cyclines sont
appelées cyclin-dependent kinases (cdk). cdc2 qui constitue le chef de file de ces cdks, a été
baptisée cdkl. A ce jour, on dénombre 9 cdks et 11 types de cyclines (A-K). Ces molécules
s’associent pour former divers complexes e@@tiques dont les partenaires peuvent parfois

s’échanger afin d’intervenir a différents moments du cycle cellulaire.

1.4 Régulation de I’activité protéine-kinase du MPF.
1.4.1 Cycline B : sous-unité régulatrice.

Dans les extraits cytoplasmiques d’ceufs de Xénope, les niveaux de cycline B évoluent

de maniére cyclique (Murray et Kirschner, 1989). Cette apparition cyclique est supprimée
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lorsque la synthése protéique est inhibée. Si les ARN messagers (ARNm) sont éliminés des
extraits par un traitement a la RNAse et si de ’ARNm codant pour la cycline B d’oursin est
ajouté, I’activité MPF réapparait de maniére cyclique.

Les cyclines sont nécessaires a l’activation de leurs kinases associées et sont aussi
responsables non seulement de la spécificité envers le substrat mais aussi de la localisation

intracellulaire du complexe cycline-cdk (Booher et coll., 1989).

Les cyclines posseédent trois domaines essentiels (Figure 3) :
- La “cyclin box™ est une région consensus constituée d’environ 100 acides aminés localisés
dans la moitié C-terminale de la protéine. Elle est impliquée dans la liaison entre la cycline B
et cdkl.
- La “destruction box”, dans la partie N-terminale, consiste en une séquence de 9 résidus
requis pour la destruction de la protéine a la transition métaphase-anaphase.
- Un signal de rétention cytoplasmique d’environ 40 résidus, situé entre la “cyclin box” et la
“destruction box”, serait responsable du maintien de la cycline B dans le cytoplasme lors de la
phase G2 (Hunt, 1991 ; Pines et Hunter, 1994).

Figure 3 : structure des cyclines B.
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Cinq types de cyclines B (B1 4 BS) ont été isolés chez Xenopus laevis (Minshull et
coll.,, 1989 ; Brandeis et coll., 1998), et deux types (Bl et B2) dans les cellules de
mammiferes (Pines et Hunter, 1989 ; Jackman et coll., 1995). Deux sous-types de cyclines, les
cyclines B1 (397 résidus) et B2 (392 résidus) sont majoritairement présents dans les ovocytes

et les embryons de Xénope (Minshull et coll., 1990 ; Kobayashi et coll., 1991).

1.4.2 cdk1(p34°*) : sous-unité catalytique.

Les cdks possédent également une séquence en acides aminés trés conservée : le motif
“PSTAIRE”. L’étude cristallographique de la kinase cdk2, qui présente plus de 60% de

4°*2_ a2 montré que cette séquence est exposée a la surface de la protéine

similitudes avec p3
(De Bondt et coll., 1993). Les mutations de cette région empéchent sa liaison avec la cycline.
De plus, I'utilisation d’anticorps dirigés contre le motif PSTAIRE permet d’immunoprécipiter
la cdk sous forme monomérique, témoignant de la nécessité de cette région dans la formation
du complexe cdk/cycline (Pines et Hunter, 1990). La liaison de la cycline B & cdkl ne suffit
pas a induire I’activité protéine-kinase du MPF. Un changement de 1’état de phosphorylation
de la sous-unité catalytique cdkl est également requis. Apreés formation du complexe cdkl-
cycline B, cdkl est phosphorylée sur trois résidus : thréonine 14, tyrosine 15 et thréonine 161
(figure 4A). Les phosphorylations sur les résidus thréonine 14 et tyrosine 15 affectent le site
de fixation de 'ATP et permettent le maintien de la kinase sous sa forme inactive. La
phosphorylation de la thréonine 161, indispensable a ’activité de cdkl, est aussi importante
pour I’association 3 la cycline B. Cette forme triphosphorylée inactive s’accumule au cours de -
I'interphase des cellules somatiques. Elle est présente dans les ovocytes immatures de
Xénope, qui possédent par conséquent un stock important de pré-MPF. Au cours de la reprise
de la méiose, les résidus thréonine 14 et tyrosine 15 sont déphosphorylés, tandis que la
thréonine 161 demeure phosphorylée. La déphosphorylation du site de fixation a I’ATP est en

relation avec ’apparition de I’activité H1 kinase, représentative de I’activation du MPF.

1.4.2.1 Phosphorylation activatrice par la Cdk-Activating Kinase (CAK).

L’activité de cdkl requiert la phosphorylation d’un site spécifique, la thréonine 161.
Ce résidu thréonine est conservé dans les différentes cdks. Cette phosphorylation est catalysée
par une enzyme initialement appelée CAK (Cdk-Activating Kinase). CAK a été purifiée a
partir d’extraits d’ovocytes de Xénope et d’étoile de mer (Solomon et coll., 1993 ; Poon et

16



coll, 1993 ; Fesquet et coll,, 1993). Il s’agit d’un complexe cycline/cdk. cdk7 ou MO15
constitue la sous-unité catalytique de ce complexe (Solomon, 1994). En effet,
I’immunodéplétion de cdk7 élimine I’activité CAK et bloque ’entrée en mitose d’extraits
d’ovocytes de Xénope (Fesquet et coll., 1997). La sous-unité régulatrice est la cycline H
(Fisher et Morgan, 1994 ; Makela et coll., 1994), dont ’expression ne change pas durant le
cycle cellulaire, & la différence des autres cyclines. cdk7 possede deux sites de
phosphorylation, la sérine 164 et la thréonine 170. La phosphorylation de T170 est nécessaire
a la liaison entre cdk7 et la cycline H (Martinez et coll., 1997). La kinase responsable,
CAKAK (Cdk-Activating Kinase Activating Kinase), n’est pas encore identifiée. Une
troisiéme sous-unité, MAT1, permet 1’association entre cdk7 et la cycline H. Elle pourrait
réguler I’activité CAK en jouant le role d’un facteur d’assemblage (Tassan et coll., 1994 ;
Nigg, 1995).

On peut également noter que le couple cdk7/cycline H fait partie du facteur de transcription
TFITH nécessaire a la ARN polymérase II pour la transcription des génes (Roy et coll., 1994 ;
Feaver, 1994). L’activité kinase de cdk7 est dirigée vers le domaine répété de la partie
carboxy-terminale de I’ARN polymérase II ; cette phosphorylation est nécessaire a I’activité

transcriptionnelle (Nigg, 1995).

1.4.2.2 Phosphorylations inhibitrices : Weel, Mytl.

Deux autres sites de phosphorylﬁtion ont été mis en évidence sur p34°?, les résidus
thréonine 14 et tyrosine 15. La phosphorylation de ces sites n’interfere pas avec la liaison de
I’ATP mais empéche le substrat d’accéder au site catalytique de la kinase, rendant la cdk
inactive (Atherton-Fessler et coll., 1993). La phosphorylation de ces résidus est importante
dans la régulation du contrdle de I’entrée en mitose. Dés sa synthese, la cycline B interagit
avec p34°% et la phosphorylation des résidus thr 14 et tyr 15 ne survient qu’aprés la liaison
avec la cycline B (Solomon et coll., 1990 ; Meijer et coll., 1991 ; Solomon et coll., 1992). Le
complexe p34°®“*/cycline B s’accumule en phase G2 et est maintenu inactif sous la forme de
pré-MPF jusqu’a la transition G2/M (Krek et Nigg, 1991a ; 1991b ; Norbury et coll, 1991 ;
Solomon et coll., 1992).

L’une des protéines-kinases impliquées dans la phosphorylation de la tyr 15 est le
produit du géne weel (Parker et Piwnica-Worms, 1992). Ce géne, isolé chez les levures, est

hautement conservé. Les mutations du géne weel chez les levures provoquent le déclenche-
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Figure 4 : Régulation du MPF.

A. Formation du préMPF, B. Conversion du préMPF en MPF, schéma simplifi¢ de 1’activation en
deux étapes du MPF, 1 : activation linéaire, 2 : auto-amplification (Miofifié d’apres Karaiskou et coll.,
1999).
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ment prématuré de la phase M et entrainent une diminution de la taille des cellules. Une autre
protéine-kinase, Myt1, a été identifiée sur la base de sa forte homologie avec weel (Atherton-
Fessler et coll., 1994 ; Kornbluth et coll., 1994 ; Mueller et coll.,, 1995 ; Fattaey et Richter,
1997 ; Liu et coll,, 1997). Weel n’est pas responsable de la phosphorylation de Thr 14 (Parker
et Piwnica-Worms, 1992 ; McGowan et Russel, 1993), tandis que Mytl est capable de
phosphoryler ce résidu (Mueller et coll.,, 1995 ; Liu et coll.,, 1997). Cependant, weel est
absente des ovocytes immatures et ne commence & s’accumuler que lors de la deuxiéme
division de méiose (Murakami et Vande Woude, 1998). Weel ne jouerait un réle dans le

contrdle de p34°%?

qu’apres la fécondation. De plus, I’absence de weel entraine 1’absence
d’interphase entre les deux divisions de méiose (Nakajo et coll., 2000). MAPK serait un
régulateur potentiel de weel et interviendrait dans le contrdle de la durée du premier cycle de
division (Walter et coll., 2000).

Dans I’ovocyte, Myt 1 serait donc responsable des phosphorylations inhibitrices de p34CdCZ
(Kornbluth et coll., 1994 ; Watanabe et coll., 1995 ; Mueller et coll., 1995 ; Liu et coll., 1997).
Les interactions entre p34°®“?/cycline B et Myt] se feraient par le biais du domaine carboxy-
terminal de Mytl. Cette liaison pourrait permettre 3 Myt 1 de séquestrer p34°*“?/cycline B

dans le cytoplasme (Wells et coll.,, 1999).

1.4.2.3 Déphosphorylation activatrice par Cdc25. |

Cdc25 est la phosphatase activatrice de cdkl. Cette phosphatase est responsable de la
déphosphorylation des résidus thréonine 14 et tyrosine 15, étape nécessaire a ’activation du
complexe p34°*“Y/cycline B (Kumagai et Dunphy, 1991 ; Gautier et coll,, 1991 ; Strausfeld et
coll., 1991 ; Millar et Russel, 1992). Trois types de protéines-phosphatases cdc25 ont été mis
en évidence : les phosphatases cdc25A et cdc25B interviennent durant la transition G1/S
tandis que cdc25C intervient lors de la transition G2/M (Nilsson et Hoffmann, 2000).

La microinjection de protéines recombinantes Cdc25 (A, B, ou C) provoque la reprise
de la méiose jusqu’en métaphase I (Gautier et coll., 1991 ; Lee et coll., 1992 ; Izumi et coll.,
1992 ; Hoffmann et coll., 1993 ; Rime et coll., 1994). La microinjection de cdc25 activerait
une petite quantité de pré-MPF endogéne suffisante pour enclencher un processus
d’autoamplification. En effet, des expériences de microinjection de cytoplasme ont démontré
une amplification autocatalytique du MPF (Masui et Markert, 1971 ; Reynhout et Smith,
1974; Kishimoto et Kanatani, 1976). Chez Xenopus, cette ampliﬁéatio;i s’effectue de maniére

normale en I’absence de toute synthése protéique (Wasserman et Masui, 1975 ; Miake-Lye et
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coll., 1983 ; Gerhart et coll., 1984). Les expériences de microinjection de cdc25 ont également
montré Dexistence d’un rétrocontrdle positif entre p34°“? et cdc25. Le complexe
p34°“%/cycline B est capable de phosphoryler et d’activer cdc25 in vitro (Hoffmann et coll.,
1993 ; Izumi et Maller, 1993 ; Strausfeld et coll., 1994). En effet, cdc25 est régulée par un
systéme de phosphorylation/déphosphorylation, et seule la forme phosphorylée de Cdc25 est
active (Izumi et coll, 1992 ; Kumagai et Dunphy, 1992). Cependant, méme si la
phosphorylation de Cdc25" par p34°%?

MPF, elle n’est pas suffisante (Izumi et Maller, 1992 ; Karaiskou et coll., 1998). D’autres

est nécessaire pour la boucle d’autoamplification du

protéines-kinases sont donc impliquées dans I’activation de cdc25. La phosphorylation de
cdc25 catalysée par la polokinase Plx1 a été impliquée in vivo et in vitro dans I’activation de
cdc2 (Kumagai et Dynphy, 1996 ; Qian et coll., 1998a). Une kinase capable de phosphoryler
Pix1, la Plkkl, a été caractérisée chez le Xénope (Qian et coll, 1998a ; 1998b).
L’amplification du MPF serait un mécanisme se déroulant en deux étapes (Karaiskou et coll,,
1998 ; Karaiskou et coll., 1999) (Figure 4B).

L’intervention d’autres kinases dans la régulation positive ou négative de cdc25 ou
dans sa localisation cellulaire n’est pas exclue (Izumi et Maller, 1993 ; 1995 ; Qian et coll.,
1998a). Cdc25 peut également interagir avec des protéines régulatrices telles que Pin-1 et les
protéines & domaine 14-3-3 (Conklin et coll., 1995 ; Sanchez et coll., 1997 ; Kumagai et coll.,
1998a ; Shen et coll., 1998). La liaison de 14-3-3 ¢ entraine un retard d’activation de cdc25
(Kumagai et coll.,, 1998a ; 1998b), mais les mécanismes par lesquels ces protéines régulent
P’activité de la phosphatase cdc25 restent mal connus. De méme, I’identité des phosphatases
qui catalysent la déphosphorylation de cdc25 est incertaine. L’acide okadaique, un inhibiteur
de PP1 et PP2A, provoque I’autoamplification du MPF, a une concentration insuffisante pour
inhiber PP1 (Félix et coll., 1990 ; Goris et coll., 1989 ; Izumi et coll., 1992 ; Karaiskou et
coll., 1998). L’inhibition de PP2A est nécessaire pour la déphosphorylation de p34°‘ et

intervient dans le mécanisme d’autoamplification du MPF (Karaiskou et coll., 1999).

1.4.3 Protéines associées.

4Cd02

Chez les levures, les effets des mutations qui affectent p3 sont supprimées par la

surexpression du géne sucl (Hayles et coll., 1986) ou de cdc13 (Booher et Beach, 1987). In

4cd02

vitro, il a été montré que le produit de sucl se lie a p3 et régule son activité (Brizuela et

coll.,, 1987). La délétion de sucl entraine un arrét en mitose, avec une activit¢ MPF élevée

3suc1

(Moreno et coll., 1989). La protéine codée par ce géne, p13™, est présente durant la totalité
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du cycle cellulaire. Sa surexpression dans les extraits d’ovocytes bloqués en métaphase II de

Xénope retarde ’entrée en mitose (Dunphy et Newport, 1989). La déplétion de Xe-p9,

I’homologue de p13**!

G2/M (Patra et Dunphy, 1996).
3suc1

chez le Xénope, empéche 1’activation du MPF lors de la transition

La protéine pl s’associe physiquement au MPF, cette propriété a été largement mise a

3%! n’a pas été élucidé. Des études

profit pour purifier le MPF. Le mécanisme d’action de pl
cristallographiques ont montré que le site d’interaction entre pl3s“°1 et cdkl se situe dans la

partie C-terminale de cdk1, loin des sites de phosphorylation Thr14 et Tyrl5.

Une nouvelle protéine qui s’associe au MPF a récemment été clonée. Cette protéine,
p33™° (Ferby et coll. 1999) ou speedy (Lenormand et coll., 1999), se lie 4 cdk1 et I'active.
La fonction exacte de cette protéine n’est pas encore connue mais [’injection
d’oligonucléotides antisens dirigés contre p33™° inhibe la maturation induite par la

progestérone et suggére un role essentiel de cette protéine dans la reprise de la méiose.
1.5 Cibles du MPF.

Comment le MPF peut-il étre responsable des événements cytologiques
caractéristiques de la maturation des ovocytes de Xénope, et plus généralement, de I’entrée en
phase M? La phosphorylation d’un certain nombre de substrats par le MPF suffirait a
provoquer la rupture de ’enveloppe nucléaire, la condensation des chromosomes et la
formation du fuseau (Kishimoto et coll., 1994). La phosphorylation des lamines, constituants
de I’enveloppe nucléaire, entrainerait la GVBD. Au cours de la mitose, les lamines sont
hyperphosphorylées et sont déphosphorylées en sortie de phase M (Burke et Gerace, 1986 ;
Heald et Mc Keon, 1990). La lamine B2 recombinante d’oiseau est phosphorylée in vitro par
cdc2 sur des sites identiques & ceux phosphorylés in vivo (Peter et coll., 1990). Cependant, si
des noyaux interphasiques sont ajoutés au MPF purifié, la phosphorylation des lamines se
produit, la lamina est désorganisée mais 1’enveloppe nucléaire reste intacte (Peter et coll,,

4°92 est nécessaire mais n’est pas suffisante.

1990). La phosphorylation des lamines par p3
D’autres protéines interviennent sans doute : MAPK est par exemple capable de phosphoryler
les lamines sur les mémes sites que p34°*? (Peter et coll., 1992).

L’activité Histone H1 kinase, associée a I’activité MPF, augmente fortement avant I’entrée en
phase M. Le complexe p34°“Y/cycline B phosphoryle H1 in vitro et in vivo sur les mémes

sites (Guo et coll.,, 1995). La phosphorylation de 1’histone H1 pourrait €tre requise pour le
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recrutement de facteurs de compaction comme la topoisomérase II (Adachi et coll., 1991),
responsable de la condensation des chromosomes.

Par ailleurs, les sous-unités § et y du facteur d’élongation EF1 (elongation factor 1) sont
phosphorylées in vivo par le MPF au cours de la maturation (Mulner-Lorillon et coll., 1989 ;
Bellé et coll, 1995). Bien que le role de ces phosphorylations demeure mal connu, elles
constituent un lien direct entre le MPF et I’augmentation de la synthése protéique.

Plusieurs travaux ont montré que le MPF était associé aux microtubules (Fellous et coll., 1994
; Ookata et coll., 1995). La localisation de p34°®* au niveau des microtubules suggére que
p34°%? phosphoryle les protéines associées aux microtubules (MAP). Le MPF phosphoryle
MAP?2 au niveau de la région qui régule la liaison avec la tubuline. La phosphorylation de ce
domaine de liaison diminue la fixation de MAP2 sur la tubuline et la polymérisation des
microtubules (Burns et coll., 1984). En outre, in vitro, la vitesse d’élongation des
microtubules est régulée par p34°*? (Verde et coll., 1990 ; 1992). Dans d’autres systémes, il a
été montré que p34°%? est localisée au niveau des centrosomes (Riabowol et coll., 1989 ;
Ookata et coll., 1992 ; Kubiak et coll., 1993). Cette immunolocalisation au niveau des
centrosomes existe dans les cellules en métaphase mais disparait dés 1’anaphase, au moment
ou chute I’activit¢ MPF (Bailly et coll., 1989). Ces résultats semblent indiquer que le MPF
intervient dans la formation du fuseau mais ’analyse du phénotype des souris c-mos-/-
suggere que c-mos et MAPK sont impliquées dans la formation du fuseau méiotique (Verlhac
et coll., 1996 ; Duesbery et coll., 1997). .

1.6 De la progestérone au MPF.

1.6.1 AMPc et Protéine Kinase A.

Dans les minutes qui suivent 1’application de la progestérone sur les ovocytes de
Xénope, I’activité de 1’adénylate cyclase est modestement inhibée (50 %) (Finidori-Lepicard
et coll,, 1981 ; Sadler et Maller, 1981) et le taux d’ AMPc diminue (de 20 & 80%) (Speaker et
Butcher, 1977 ; Bravo et coll., 1978 ; Schorderet-Slatkine et coll., 1978 ; Maller et coll., 1979;
Cicirelli et Smith, 1985). -Des agents qui activent 1’adénylate cyclase, telles que les
méthylxanthines (O’connor et Smith, 1976), inhibent I’action maturante de la progestérone.
De méme, deux inhibiteurs de phosphodiestérases, la théophylline et la papavérine, inhibent la
maturation induite par la progestérone (Bravo et coll., 1978). L’injection d’un anticorps dirigé

contre la partie carboxy-terminale de la sous-unité o de la protéine Gs, une des deux protéines
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régulatrices avec Gi de I’activité de I’adénylate cyclase, entraine la maturation en 1’absence de
progestérone (Gallo et coll., 1995). ‘

La diminution du taux d’AMPc inhibe la protéine kinase A (PKA). Cette enzyme est
dépendante de I’AMPc et toute diminution de ’AMPc entraine son inhibition. Ainsi, la
microinjection d’inhibiteurs de la PKA entraine la maturation en I’absence de progestérone
(Maller et Krebs, 1977). La microinjection d’une sous-unité catalytique active de la PKA
empéche la maturation induite soit par la progestérone (Maller et Krebs, 1977), soit par
Pinjection de la protéine c-mos (Daar et coll, 1993). La PKA exercerait une activité
régulatrice négative sur plusieurs niveaux de la maturation induite par la progestérone, en
inhibant I’activation du MPF et la traduction de certains ARNm (Matten et coll., 1994 ; Rime
et coll,, 1994). En effet, 'inhibition de la PKA est suffisante pour entrainer I’accumulation de
cycline B1 lorsque p34°** est inhibée par p21°?! (Frank-Vaillant et coll., 1999). Cependant, la
PKA n’exercerait aucun effet négatif sur la traduction des ARNm de c-mos (Faure et coll.,
1998).

1.6.2 pH intracellulaire.

Au cours de la maturation, la valeur du pH intracellulaire (pHi) augmente de maniére
transitoire. Cette alcalinisation survient dans 1’ovocyte de Xénope a 0,2 GVBDsy (20% du
temps requis pour que 50% des ovocytes subissent la GVBD) : la valeur de pHi passe de 7,4 a
7,6 puis revient & sa valeur initiale juste avant la GVBD (Lee et Steinhardt, 1981). Cette
augmentation se produit également aprés une injection de MPF (Lee et Steinhardt, 1981). Elle
a été rapportée chez d’autres amphibiens tels que Rana (Morill et coll., 1984) et Ambystoma
(Baud et Barish, 1984 ; Rodeau et Vilain, 1987). La variation de pH est due a un efflux de
protons (Cicirelli et coll., 1983) qui dépendrait de I’antiport Na+/H+. Celui-ci peut étre activé
par phosphorylation : il a d’abord €té proposé que c-mos phosphoryle I’antiport Na+/H+
(Rezai et coll., 1994) mais des études plus récentes montrent que Rafl (MAPKKK) intervient
dans ce processus (Kang et coll., 1998).

Le role de cette alcalinisation transitoire reste mal connu. Elle intervient dans la
migration de la vésicule germinative (Flament et coll, 1996). Elle pourrait stimuler la
synthése protéique (Wasserman et Houle, 1984) mais ce point reste controversé (Cicirelli et
coll., 1983 ; Stith et Maller, 1985).

23



1.6.3 Synthése protéique.

La synthese protéique augmente significativement au cours de la maturation (Smith et
coll., 1966 ; Baltus et coll., 1973), méme dans les ovocytes énucléés incubés en présence de
progestérone (Smith et Ecker, 1969). L’activité du MPF chez le Xénope apparait en ’absence
de toute transcription (Schorderet-Slatkine et Drury, 1973, Reynhout et Smith, 1974). Par
contre, les inhibiteurs de la traduction comme la cycloheximide empéchent I’activation du
MPF, qui nécessiterait la production d’une protéine initiatrice (Wasserman et Masui, 1975).
Cette dépendance vis-a-vis de la synthése protéique n’existe plus aprés 0,65 GVBDs(65% du
temps requis pour que 50% des ovocytes subissent la GVBD).

1.6.3.1 Cyclines

On a longtemps pensé que la maturation des ovocytes d’amphibien nécessitait la
synthése de cycline. En effet, les observations faites sur les modeles acellulaires ont révélé
que la syntheése de cycline est primordiale (Murray et coll., 1989). En outre, la maturation peut
étre obtenue par simple injection de cycline ou de son ARNm (Swenson et coll.,, 1986 ;
Westendorf et coll., 1989). Toutefois, des expériences fondées sur une analyse cytologique
systématique des ovocytes ont démontré que de tels ovocytes n’évoluaient pas au dela de la
métaphase I (Huchon et coll., 1993). Il semble cependant que la synthése de cycline ne soit
pas nécessaire, puisque des ovocytes de Xénope qui regoivent des oligonucléotides antisens
des cyclines A, B1 ou B2 évoluent normalement jusqu’en métaphase II lorsqu’ils sont traités
par la progestérone (Minshull et coll, 1991). La maturation compléte requiert donc la
synthése d’une ou plusieurs protéines autres que la cycline et la seule activation du MPF est

insuffisante pour obtenir une maturation compléte.

1.6.3.2 c-mos.

Une autre protéine s’avere prépondérante dans le déclenchement de la reprise de la
méiose induite par la progestérone : le produit du proto-oncogene c-mos (Figure 5). Ce proto-
oncogéne a été découvert comme le géne transformant du virus murin de Moloney,
responsable de la formation de sarcomes (Van Beveren et coll., 1981). Il s’agit d’une
sérine/thréonine kinase de 39 kDa exprimée en quantité importante dans les cellules

germinales. L’implication de cette protéine dans la reprise de la méiose a été démontrée de
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plusieurs maniéres. L’injection d’oligonucléotides antisens de c-mos bloque la maturation
induite par la progestérone (Sagata et coll., 1988). L’injection d’ARN messagers de c-mos
induit la maturation en I’absence de progestérone (Sagata et coll., 1989 ; Freeman et coll.,
1989). De plus, I’injection d’une protéine de fusion Maltose Binding Protein (MBP)-mos
induit la maturation (Sagata et coll., 1989) méme si les ovocytes sont incubés dans un milieu
contenant de la cycloheximide (Yew et coll., 1992). Dans ces conditions, la méiose s’arréte
apres la premiére division avec un niveau d’activité MPF trés faible et une kinase c-mos
active (Yew et coll, 1992). Une autre protéine que c-mos doit étre alors synthétisée pour
permettre I’entrée en deuxiéme division de méiose.

Lors de la maturation ovocytaire, la cellule effectue deux divisions qui ne sont pas
séparées par une interphase classique : l’enveloppe nucléaire ne se reforme pas, les
chromosomes restent condensés et il n’y a pas de synthése d’ADN. Dans les ovocytes de
Xénope, si la synthése protéique est inhibée au stade de la GVBD par addition de
cycloheximide, un noyau se reforme et la synthése d’ADN reprend (Furuno et coll., 1994). De
méme, lorsque les ovocytes de Xénope sont injectés avec des oligonucléotides antisens c-mos
ou des anticorps anti-c-mos, au stade de la GVBD, on observe la formation d’un noyau et une
nouvelle synthése d’ADN (Daar et coll., 1991 ; Furuno et coll., 1994). Ces événements sont
associés a Iinactivation du MPF due a la rephosphorylation de cdc2 sur tyrosine 15 alors que
cela n’a jamais lieu entre les deux divisions de méiose. Lorsque des ovocytes de Xénope sont
stimulés par la progestérone puis injectés d’une forme mutée de cdc2 (K33R), il n’y a pas
d’entrée en deuxi¢me division de méiose et la réplication de I’ADN débute en dépit d’une
expression normale de c-mos (Nebreda et coll.,, 1995). Ainsi, la protéine codée par le proto-
oncogéne c-mos serait également importante pour I’entrée en deuxiéme division de méiose :
elle empécherait la synthése d’ADN en induisant une réactivation rapide du MPF. Par contre,
dans les ovocytes de souris, c-mos n’intervient pas dans la reprise de la méiose et dans la

suppression de la synthése d’ADN entre les deux divisions de méiose (Hashimoto, 1996).

1.6.3.3 Cdk 2.

Parmi les autres protéines synthétisées lors de la maturation, il faut citer cdk2, protéine
qui a d’abord été isolée chez le Xénope (Paris et coll., 1991). Elle est ’homologue de Egl,
protéine dont ’ARN messager est localisé spécifiquement au pole végétatif de I’ovocyte.

Dans les ovocytes immatures, la forme déadénylée non traduite est présente. La
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polyadénylation survient au cours de la maturation et les ARN messagers ainsi modifiés sont

traduits au niveau des polysomes.
1.6.4 Activation et régulation de la voie MAPK lors de la reprise de la méiose.

1.6.4.1 S6 Kinase/MAPK

La protéine ribosomale S6 est phosphorylée de maniére trés importante au cours de la
maturation (Nielsen et coll, 1982). Cette phosphorylation est en relation avec une
augmentation de la synthése protéique. La kinase qui phosphoryle la protéine S6 a été purifiée
chez le Xénope (Erikson et Maller, 1985). C’est la S6 Kinase II, ’homologue de la p90™
humaine. Des anticorps réalisés contre cette kinase rsk (ribosomal S6 kinase) ont permis de
montrer que cette enzyme était ubiquiste et qu’elle était souvent activée par des mitogénes se
fixant sur des récepteurs a activité tyrosine-kinase ou par des oncogénes. Incubée in vitro avec
la protéine-phosphatase 1 (PP1), la S6 kinase est inactivée (Maller, 1987). On a donc cherché

0. On a ainsi démontré

a identifier la kinase capable de rephosphoryler et de réactiver p9
que la MAP kinase, enzyme isolée de cellules 3T3 L1 stimulées par I’insuline, ainsi nommée
en raison de sa capacité & phosphoryler MAP2 in vitro, était capable de réa;:tiver la protéine
S6 kinase (Ray et Sturgill, 1987 ; Sturgill et coll., 1988). La méme démarche a été ensuite
appliquée a la MAP kinase. Dans ce cas, PP1 s’est avérée inefficace mais en revanche, la
protéine-phosphatase 2A (PP2A) qui déphosphoryle les résidus sérine et thréonine pouvait
inactiver la MAP kinase. Par ailleurs, une tyrosine-phosphatase isolée du placenta humain est
capable d’inactiver la MAP kinase sans pour autant affecter les résidus sérine et thréonine
(Anderson et coll., 1990). Cette double phosphorylation de MAPK sur thréonine et tyrosine
est en réalité le fait d’une seule kinase, la MAP kinase kinase (MAPKK), qui fait partie au
méme titre que weel, d’une famille de kinases a double spécificité. Cette MAPKK peut étre a
son tour inactivée par PP2A sur thréonine et réactivée par des MAPKK kinases dont

Pactivation se ferait sur les résidus sérine ou thréonine.

1.6.4.2 Activation de la voie MAPK durant la maturation.

La MAPK est activée au cours de la maturation des ovocytes de Xénope induite par la
progestérone (Posada et coll., 1991 ; Gotoh et coll., 1991 ; Ferrell et coll., 1991). L’addition
de c-mos a des extraits d’ovocytes de Xénope entraine I’activation de MAPK (Nebreda et
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Hunt, 1993). La méme observation peut étre réalisée lorsque c-mos est injectée dans les
ovocytes de Xénope (Posada et coll.,, 1993). La protéine c-mos immunoprécipitée & partir
d’ovocytes bloqués en métaphase II de Xénope active directement MAPKK in vitro (Nebreda
et coll., 1993); c-mos est donc une MAPKKK, en amont de P’activation des MAPK.

L’activation de MAPK précéde-t-elle ou entraine-t-elle celle du MPF? Certains
auteurs ont suggéré que I’activation du MPF est dépendante de MAPK (Kosako et coll., 1994;
Gotoh et coll., 1995). En effet, I’injection de MAPKK (Gotoh et coll., 1995 ; Huang et coll.,
1995) ou de MAPK thiophosphorylée (Haccard et coll., 1993) entraine ’activation du MPF et
la GVBD en I’absence de progestérone. Dans ce cas, I’activation du MPF pourrait étre due a
I’inhibition de la kinase Myt1, responsable des phosphorylations inhibitrices de p34°*? dans
ovocyte de Xénope. Mytl est régulée négativement par p90™, kinase en aval de MAPK
(Palmer et coll., 1998). Cependant, la cycloheximide empéche I’activation du MPF aprés
injection de MAPK thiophosphorylée (Haccard et coll., 1993). Par conséquent, la synthése de
nouvelles protéines est nécessaire pour une efficacité maximale de cette injection. En fait, il
semble que la synthese de c-mos soit requise puisque 1’injection d’oligonucléotides antisens
de c-mos inhibe la maturation induite par injection de MAPK. Cela suppose ’existence d’un
rétrocontrdle positif entre MAPK et c-mos.

A T’inverse, d’autres travaux ont montré que la progestérone pouvait induire la GVBD
en l’absence d’activitt MAPK détectable (Fabian et coll, 1993). Bien que [I’injection
d’oligonucléotides antisens de c-mos inhibe totalement ’effet maturant de la progestérone
(Sagata et coll., 1989), I’injection d’anticorps neutralisants dirigés contre MAPKK (Kosako et
coll., 1994 ; Kosako et coll., 1996) ou I’injection de la MAPK phosphatase CL100 (Gotoh et
coll., 1995) ne font que retarder la maturation: La geldanamycine, un inhibiteur compétitif de
la protéine chaperonne Hsp90, provoque le méme effet : la maturation est retardée, et se
produit en 1’absence d’activité MAPK (Fisher et coll., 2000). En présence d’un inhibiteur de
MAPKK (U0126) la progestérone induit I’activation du MPF et la GVBD mais dans cette
situation, la deuxieme division de méiose ne s’engage pas (Gross et coll., 2000). En effet, le
MPF n’est pas réactivé et les ovocytes entrent dans un état interphasique. Ces résultats
suggerent que MAPK n’est pas essentielle pour I’activation du MPF lors de la premiére
division de méiose. Elle serait par contre indispensable a la réactivation du MPF et a
I’inhibition de ’entrée en interphase entre les deux divisions de méiose.

Nous avons mentionné ci dessus que ’activation de MAPK pouvait activer le MPF. Il
a été démontré que I’activation de MAPK diminue le niveau d’inactivation de cdc2 dans les

ovocytes de Xénope et d’étoile de mer (Abrieu et coll., 1997). Dans la mesure ou Mytl
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semble le principal responsable de I'inactivation de cdc2 dans les ovocytes (Murakami et
Vande Woude, 1998), MAPK doit induire I’inactivation de Mytl. p90R3k‘ serait I’intermédiaire
entre MAPK et Mytl. Elle s’associe avec la partie carboxy-terminale de Mytl, la phosphoryle
et I’inactive (Palmer et coll., 1998 ; Gavin et Nebreda, 1999).

1.6.4.3 Régulation de c-mos durant la maturation.
1.6.4.3.1 Polyadénylation des ARN messagers.

La reprise de la méiose et le développement précoce dépendent de la traduction
d’ARNm de protéines régulatrices du cycle cellulaire (Richter, 1996 ; Wickens et coll., 1997).
Les ARNm polyadénylés sont traduits tandis que les ARNm déadénylés se dissocient des
ribosomes et ne sont pas traduits (Paris et Philippe, 1990). En utilisant une queue poly(A)
“prosthétique”, il a été démontré que la seule présence d’une queue poly(A) dans I’ARNm est
suffisante pour stimuler I’accumulation de la protéine c-mos et déclencher la reprise de la
méiose (Barkoff et coll.,, 1998). Outre les ARNm de c-mos, la maturation des ovocytes de
Xénope nécessite la polyadénylation d’autres ARNm. Ainsi, les ARNm de la cycline Bl, de la
cycline Al et de ’histone H4 sont polyadénylés durant la reprise de la méiose (Seydoux,
1996; Ballantyne et coll., 1997 ; De Moor et Richter, 1997). Par ailleurs, des oligonucléotides
antisens dirigés contre les séquences de polyadénylation inhibent la maturation des ovocytes
de Xénope induite par la progestérone (Sheets et coll., 1995). L’injection d’ARNm complet
de c-mos annule les effets de ces oligonuléotides antisens mais pas I’injection d’ARNm de c-
mos dépourvus de séquence de polyadénylation. Des expériences réalisées chez la souris ont
donné des résultats similaires. L’injection d’oligonucléotides antisens de c-mos empéche la
progression de la méiose jusqu’a la métaphase II. L’injection d’ARNm dépourvus de
séquence de polyadénylation n’annule pas ce phénotype alors que !’injection d’ARNm
complet de c-mos permet la progression de la méiose (Gebauer et coll., 1994).

Les constituants du systéme de polyadénylation et leurs mécanismes de régulation sont
encore peu connus. Cependant, la traduction des ARNm est soumise & un double contrdle,
dépendant de la présence d’éléments de régulation dans la région 3’ non traduite des ARNm
(3°UTR). Cette région contient une séquence riche en uracile, appelée le CPE (Cytoplasmic
Polyadenylation Element), qui serait responsable de la polyadénylation des ARNm (Richter,
1999).
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Figure 6. Modéle de régulation de c-mos lors de la maturation.
(modifié d’aprés Howard et coll., 1999)
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Une protéine se liant & cette séquence de polyadénylation a été clonée : la CPEB (cytoplasmic
polyadenylation element binding protein). Celle-ci se lie 4 la séquence de polyadénylation de
plusieurs ARNm (Paris et coll., 1991 ; Hake et Richter, 1994). Elle est requise pour la
polyadénylation des ARNm de cyclines, de cdk2 et de c-mos. L’injection d’anticorps
neutralisant la CPEB inhibe la traduction de c-mos et la GVBD (Stebbins-Boaz et coll., 1996).
La CPEB est phosphorylée lors de la maturation des ovocytes de Xénope, par une voie qui
serait dépendante du MPF (Paris et coll., 1991). Il a été récemment déterminé que la
phosphorylation du CPEB est catalysée par I’Eg2 kinase (Mendez et coll., 2000). La région
3’UTR pourrait contenir en outre un ou plusieurs éléments répresseurs de la poyladénylation,
comme dans le cas des ARNm de la cycline B1, 'inhibition de cette i'épression permet la
polyadénylation (Barkoff et coll., 2000).

D’autre part, la polyadénylation des ARNm de c-mos semble dépendre principalement
de la voie MAPK (Figure 6). Dans les ovocytes de Xénope, 1’expression d’'une MAPK
phosphatase, rVH6, ou P’inhibition de I\:IAPKK, empéche 1’accumulation de c-mos induite par
la progestérone (Howard et coll.,, 1999). Par ailleurs, le MPF participerait 4 la régulation
positive de la polyadénylation des ARNm de c-mos (Ballantyne et coll., 1997 ; Frank-Vaillant
et coll., 1999). L’activation du MPF induite par I’injection d’ARNm de la cycline B1 induit la
polyadénylation des ARNm de c-mos et I’accumulation de c-mos, mais ces événements ne
peuvent pas se produire en 1’absence d’activité MAPK (Howard et coll,, 1999). En dernier
lieu, c-mos serait directement ou indirectement responsable de la polyadénylation des ARNm
des cyclines A1 et B1 qui contiendraient une séquence de type MRE (Mos Response Element)
(Ballantyne et coll., 1997 ; De Moor et Richter, 1997).

1.6.4.3.2 Régulation de mos par phosphorylation

La phosphorylation de c-mos joue un rdle essentiel dans son activation et sa stabilité,
tant chez le Xénope que chez les mammiferes. La sérine 3 (Ser 3) est un résidu conservé dans
la protéine c-mos (Figure 7). Celui-ci constitue le site majeur de phosphorylation de cette
protéine lors de la reprise de la méiose (Freeman et coll., 1992 ; Nishizawa et coll., 1992). La
mutation de la sérine 3 en alanine entraine la synthése d’une protéine moins stable. En effet,
la charge apportée par la phosphorylation de ce site empéche la reconnaissance de la Proline
en position 2 par le systtme d’ubiquitination. Cela empéche la dégradation de c-mos

(Nishizawa et coll, 1993). L’identité des protéines-kinases responsables de la
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phosphorylation de ce site n’est pas connue. La Ser 3 serait un site d’autophosphorylation de
la protéine (Nishizawa et coll., 1992). En outre, la phosphorylation de Ser 3 facilite
I’association de c-mos et de MAPKK (Chen et Cooper, 1995). In vitro, MAPK est capable de
phosphoryler la Ser 3 de la protéine de fusion MBP-mos (Matten et coll., 1996), ce qui
suggere ’existence d’un rétrocontrdle positif entre MAPK et c-mos durant la maturation
ovocytaire.

La sérine 25 est le site majeur de phosphorylation de v-mos qui s’exprime dans les
cellules somatiques transformées. La phosphorylation de Ser 25 provoque une légére
activation de la kinase (Yang et coll., 1996). Cependant, la phosphorylation de ce site pourrait
servir a inhiber |’activation de c-mos induite par la phosphorylation de la sérine 3 (Singh et
Arlinghaus, 1997). La Ser 25 est phosphorylée in vitro et in vivo par la PKA qui pourrait ainsi
intervenir dans la régulation de I’activité de c-mos (Yang et coll., 1996).

Un autre site de phosphorylation, la sérine 16, a ét¢ identifié sur une protéine de fusion

gag-mos durant la phase M de cellules transformées (Bai et coll., 1991). Des peptides
synthétiques contenant la Ser 16 sont phosphorylés par le MPF in vitro. Des mutations de ce
site ont révélé son importance pour ’activité biologique de c-mos (Singh et Arlinghaus,
1997). Des études récentes ont montré que la mutation de la sérine 16 en alanine rend la
protéine hautement instable. La phosphorylation de Ser 16 pourrait intervenir dans 1’inhibition
de la protéolyse de c-mos (Pham et coll., 1999). La sérine 16 est également phosphorylée in
vitro par MAPK (Matten et coll., 1996). .
D’autres sites de phosphorylation ont été mis en évidence. La sérine 263 de v-mos est un site
mineur de phosphorylation dans les cellules somatiques transformées. Il peut étre phosphorylé
par la PKA in vitro (Singh et Arlinghaus, 1997). La sérine 105 est importante pour la reprise
de la méiose induite par I’injection de c-mos, bien que ce site ne semble pas phosphorylé lors
de la maturation (Freeman et coll., 1992).

Hormis la PKA, le MPF et MAPK, la PKC serait aussi capable de réguler I’activité de
mos. En effet, la PKC est requise pour I’activation de v-mos dans les cellules transformées
(Al Bagdadi et coll, 1990). Il reste a déterminer si cette activation implique la
phosphorylation directe de c-mos par la PKC et si cette phosphorylation joue un role lors de la

reprise de la méiose.
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Figure 7 : sites de phosphorylations de c-mos et v-mos.

Lors de la reprise de la méiose, la Ser 3 constitue le site majeur
de phosphorylation de c-mos. La Ser 105 jouerait également un
role essentiel dans la maturation des ovocytes de Xénope.
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2 Blocage en Métaphase II.
2.1 Deuxiéme arrét de la méiose.

Dans toutes les espéces se produit un arrét en prophase de premiére division de
méiose. Cet arrét peut durer plusieurs années durant lesquelles s’effectuent la croissance de
’ovocyte et la préparation du développement embryonnaire ultérieur. La levée de ce blocage
se produit soit lors de la fécondation soit lors d’une stimulation hormonale préalable (Figure
8).

Dans le cas de la stimulation hormonale, selon les espéces, les ovocytes subissent un
deuxiéme arrét, en métaphase I ou en métaphase II, ou encore au stade pronucleus aprés
émission du second globule polaire. Ces différents arréts en métaphase sont caractérisés par
une activité MPF élevée. Elle a été retrouvée lors de 1’arrét en métaphase I des ovocytes de
mollusques telles que Patella (Néant et Guerrier, 1988a) et Mytilus (Abdelmajid et coll., 1993
; Néant et coll, 1994), mais aussi lors de I’arrét en métaphase II des ovocytes de souris
(Hashimoto et Kishimoto, 1988 ; Kubiak et coll., 1992) et de Xénope (Gerhardt et coll., 1984

; Murray et coll., 1989). La levée de ce deuxi¢me blocage s’effectue lors de la fécondation.

2.2 Découverte du CSF dans les ovocytes d’amphibiens.

Les ovocytes matures de la plupart des especes de vertébrés sont donc arrétés en
métaphase II, a3 un stade ol les chromatides sceurs sont encore attachées au niveau des
centromeéres. En 1971, Masui et Markert constatent que le cytoplasme d’un ovocyte bloqué en
métaphase II de Rana pipiens contient un facteur qui, lorsqu’il est injecté dans un embryon
d’amphibien au stade deux cellules, provoque un arrét des clivages dans le blastomére injecté
(Figure 9A). Les divisions se poursuivent a un rythme normal dans le blastomére non injecté.
Les fuseaux métaphasiques de ces blastoméres bloqués sont dépourvus d’asters alors qu’ils
possedent des centrosomes (Meyerhof et Masui, 1979). Cette activité disparait si le
cytoplasme est prélevé 45 minutes aprés la fécondation. Elle permet donc I’inactivation de ce
facteur, qui a été baptisé facteur cytostatique (CSF). Celui-ci est responsable de ’arrét en

métaphase des ceufs de vertébrés (Masui et Markert, 1971).
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Figure 8 Différents types de méiose.
(Modifié d’aprés Sagata, 1996).
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Deux types d’activités CSF, CSF I et CSF II, sont trouvés dans les ovocytes bloqués
en métaphase II d’amphibiens (Meyerhof et Masui, 1977 ; 1979). L’injection de ’'une ou de
’autre de ces activités cytostatiques dans des blastoméres d’embryons d’amphibiens au stade
deux cellules provoque la formation d’un fuseau de métaphase stable et I’arrét des clivages.
Cependant, méme si les effets du CSF I et du CSF II sur les blastoméres sont comparables,
des différences majeures existent entre ces deux activités. Le CSF I, présent dans le cytosol
des ovocytes bloqués en métaphase II d’amphibiens, est sensible au calcium : ’injection
conjointe de calcium et de cytosol d’ovocytes bloqués en métaphase II ne provoque pas 1’arrét
des clivages dans les blastoméres injectés (Meyerhof et Masui, 1977). La présence de calcium
(100 pM a 1 mM) dans des extraits réalisés a partir d’ovocytes bloqués en métaphase II
d’amphibiens entraine la perte de I’activité cytostatique de ces extraits. L’EGTA, chélateur
des ions calcium, stabilise le CSF I (Meyerhof et Masui, 1977 ; 1979). Ce facteur cytostatique
est instable : son activité disparait apres 48 heures de stockage a 2°C. Son activité, dépendante
des jons Mg, est stabilisée par la présence d’inhibiteurs de phosphatases comme le B-
glycérophosphate ou le NaF (Fluorure de Sodium), et par la présence d’ATP (Shibuya et
Masui, 1988 ; Moses et Masui, 1990). Si I’inhibition de protéines-phosphatases est importante
pour le maintien de cette activité cytostatique, le CSF I dépend donc d’une ou plusieurs
phosphoprotéines, actives lorsqu’elles sont phosphorylées (Shibuya et Masui, 1989).

Une autre activité cytostatique apparait dans des extraits d’ovocytes bloqués en métaphase II
de Xénope apres plusieurs jours de stockage a 2°C et I’addition de calcium. Au contraire du
CSF 1, le CSF II est insensible au calcium puisqu’il reste stable en présence de fortes
concentrations de calcium (Masui, 1974 ; Meyerhof et Masui, 1977). Cette deuxiéme activité
cytostatique concernerait des protéines plus petites que celles impliquées dans le CSF I, mais

leur identité n’est pas connue (Shibuya et Masui, 1989).

2.3 Activité CSF dans les autres modéles animaux.

2.3.1 Arrét en métaphase 11 des ovocytes de souris.

Une activité similaire a ensuite été démontrée dans les ovocytes matures de souris,
suggérant ’universalité du mécanisme chez les vertébrés (Balakier et Czolowska, 1977). Dans
les ovocytes de souris bloqués en métaphase, 1’existence du CSF a notamment été prouvée par

des expériences de fusion entre un blastomére d’embryon au stade deux cellules et des
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fragments d’ovocytes préparés aprés la GVBD et mis en culture jusque I’arrét en métaphase II
(Balakier et Masui, 1986 ; Kubiak et coll., 1993). ’

Une différence majeure existe entre 1’arrét en métaphase II des ovocytes de souris et I’arrét en
métaphase II des ovocytes d’amphibien. En effet, chez la souris, la synthése protéique doit
étre continue et sa bréve inhibition suffit a lever le blocage métaphasique (Siracusa et coll.,
1978 ; Clarke et Masui, 1983 ; Clarke et Masui, 1985 ; Clarke et coll., 1988 ; Verlhac et coll.,
1993). Ce n’est pas le cas des ovocytes d’amphibien ou la cycline B est stable durant I’arrét
en métaphase I (Van der Welden et Lohka, 1993). Le maintien d’un taux €élevé de MPF actif
dans les ovocytes de souris serait sous la dépendance d’un équilibre entre la synthese de la
cycline B et sa dégradation (Kubiak et coll., 1993 ; Verlhac et coll., 1993).

2.3.2 Arrét en métaphase I des ovocytes d’invertébrés.

Bien qu’aucune expérience n’ait été faite afin d’affirmer I’existence d’une activité
CSF dans les ovocytes d’invertébrés, il faut remarquer que ceux-ci subissent un deuxiéme
arrét lors de la méiose. Cet arrét en métaphase I est clairement dépendant de la synthése
protéique. Cette caractéristique est retrouvée dans les ovocytes du crustacé Artemia (Fautrez
et Fautrez-Firlefyn, 1961), de I’annélide Chaetopterus (Zampetti-Bosseler et coll., 1973), des
mollusques Patella (Néant et Guerrier, 1988a ; Colas et coll., 1993a), Mytilus et Ruditapes
(Dubé et Dufresne, 1990 ; Abdelmajid et coll., 1993 ; Néant et coll., 1994), et de I’ascidie
Phallusia (Abdelmajid et coll., 1993).

2.4 Protéines-kinases impliquées dans |’activité cytostatique.

La purification du facteur responsable de ’activité CSF est rendue difficile par son
instabilité (Shibuya et Masui, 1988) et son identité n’a toujours pas été précisée. Cependant,
plusieurs protéines-kinases ont pu étre impliquées dans [’activité cytostatique chez le Xénope

et chez la souris.
2.4.1 c-mos

La protéine codée par le proto-oncogéne c-mos semble la principale protéine-kinase

impliquée dans I’activité cytostatique. Injectée dans des embryons d’amphibien au stade deux
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Figure 9. L’activité cytostatique (CSF).

A. Microinjection de cytoplasme d’un ovocyte bloqué en métaphase II dans un des deux
blastomeéres d’un embryon d’amphibien au stade 2 cellules. B. Expérience similaire réalisée
avec des protéines purifiées suggérant leur implication dans I’activité cytostatique.
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cellules, elle provoque ’arrét en métaphase du blastomére injecté (figure 9B). De plus, des
extraits cytoplasmiques d’ovocytes matures dépourvus de c-mos perdent leur capacité a
arréter la mitose (Sagata et al., 1989).

Les ovocytes matures de mammiféres expriment également la protéine c-mos (Paules
et coll. 1989), qui est dégradée aprés la fécondation (Watanabe et coll., 1989 ; Wu et coll.,
1997). 1Is possédent une activité cytostatique (Balakier et Czolowska, 1977 ; Kubiak et coll.,
1993). L’injection d’oligonucléotides antisens de c-mos empéche 1’arrét en métaphase et
provoque la décondensation des chromosomes ainsi que la reformation d’une enveloppe
nucléaire (O’Keefe et coll,, 1989). L’injection d’anticorps dirigés contre c-mos dans des
zygotes de souris empéche le premier clivage et maintient les zygotes arrétés au stade
pronucleus (Zhao et coll., 1991). En outre, les ovocytes de souris, présentant des délétions
homozygotes pour c-mos, ne s’arrétent pas en métaphase et subissent une activation
parthénogénétique (Colledge et al., 1994 ; Hashimoto et al., 1994 ; Araki et coll., 1996).

La stabilisation de I’activit¢é MPF par le CSF/c-mos est probablement le premier
mécanisme décrit de ’arrét en métaphase II chez les vertébrés. Dans les ovocytes matures, la
dégradation de la cycline B est fortement inhibée (Murray et coll., 1989). Dans les embryons
injectés avec des ARNm de c-mos, ’absence de dégradation des cyclines est également
observée et I'activité MPF est maintenue a un taux élevé (Sagata et coll., 1989). c-mos
pourrait provoquer ’arrét métaphasique en maintenant 1’activit¢é MPF par inhibition de la
dégradation des cyclines. 11 phosphoryle in vitro la cycline B2 (Roy et coll., 1990).
Cependant, ’expression ectopique de c-mos dans les ovocytes immatures n’induit pas la
phosphorylation de la cycline B2 (Xu et coll,, 1992). Par conséquent, la stabilisation des
cyclines B par c-mos n’est pas directe.

Des travaux récents montrent que c-mos joue un role dans la régulation de ’activité
des kinétochores en méiose II. Les mouvements des chromosomes sont contr0lés par les
mécanismes de polymérisation-dépolymérisation des microtubules et par les protéines
motrices associées aux microtubules. Les kinétochores sont des structures spécialisées,
localisées au niveau des centroméres des chromosomes. Ils constituent les sites d’attachement
des chromosomes aux microtubules et seraient associés a une ou plusieurs protéines motrices.
Une protéine apparentée aux kinésines, la CENP-E (Centrosomal associated protein E) qui est
associée aux kinétochores, pourrait jouer un role dans I’arrét en métaphase. Certains épitopes
de cette protéine sont modifiés de maniére dépendante de c-mos lors de I’arrét en métaphase
II (Duesbery et coll., 1997). Les modifications de la CENP-E inhiberaient la transition

métaphase-anaphase. Toutefois, I’activité de c-mos n’est pas suffisante pour masquer des sites
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de la CENP-E, puisque la surexpression de c-mos dans les cellules transformées n’arréte pas
les cellules en métaphase (Fukasawa et Vande Woude, 1995). Cela n’affecte pas non plus la
détection de la CENP-E (Duesbery et coll., 1997). L’arrét en métaphase serait donc di a

I’expression spécifique d’une autre protéine, parallélement a I’activité de c-mos.

La protéine c-mos pourrait donc agir selon deux voies complémentaires pour
maintenir I’arrét en métaphase : un controle négatif de la dégradation des cyclines B et une

régulation des kinétochores.

2.4.2 MAPK

L’arrét en métaphase provoqué par I’injection de c-mos résulterait de 1’activation de la
voie MAPK. L’injection de MAPK thiophosphorylée dans des blastomeéres provoque un arrét
des clivages (Haccard et al., 1993). Un résultat similaire a été obtenu en injectant ’ARNm
codant une forme constitutivement active de MEK1 (MAPKK) (Sagata, 1995). Inversement,
lorsque c-Mos est co-injecté avec un anticorps neutralisant anti-MEK1 (Kosako et coll,,
1994), ou I’ARNm codant la phosphatase CL.100 (Sagata, 1997), les blastomeéres injectés ne
subissent aucun arrét en métaphase mais se divisent normalement. La CL100 est une protéine-
phosphatase qui a été identifiée dans les fibroblastes et qui est capable de déphosphoryler les
MAPK Erkl et Erk2. Cette protéine-phosphatase est capable de bloquer I’activation des
MAPK, dépendante de la voie Ras, dans les extraits d’ovocytes bloqués en métaphase II de
Xénope (Alessi et coll, 1993). L’expression ectopique de CL100, tronquée dans sa partie
carboxy-terminale, provoque I’inactivation prématurée de MAPK, la dégradation de la cycline
B et la sortie de phase M (Minshull et al., 1994). Ces résultats indiquent que MAPK est
impliquée dans I’activité cytostatique de c-mos. MAPK a été impliquée dans 1’inhibition de
I’activation de la voie de dégradation des cyclines B lors de la transition métaphase-anaphase
(Abrieu et coll., 1996).

MAPK serait aussi responsable de I'arrét au stade pronucleus dans les ovocytes
d’étoile de mer, ce qui suggére un role prépondérant de MAPK dans le second arrét méiotique
chez de nombreuses espéces. Les ovocytes de certaines especes d’étoile de mer sont arrétées
en phase G1 (4sterina pectenifera, Asterina miniata), et d’autres en phase G2 (Marthasterias
glacialis, Astropeéten arancius). Ces deux arréts se caractérisent par une activité élevée de
MAPK, dépendante d’une synthése protéique continue. La diminution de I’activité MAPK

entraine, en I’absence de fécondation, I’entrée en phase S ou en phase M (condensation des
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chromosomes et rupture de I’enveloppe nucléaire) selon les espéces. Par contre, le maintien
de Pactivit¢ MAPK empéche la progression en phase S ou en phase M induite par la
fécondation (Picard et coll,, 1996 ; Abrieu et coll., 1997 ; Tachibana et coll., 1997).
L’implication de MAPK dans le second arrét méiotique des ovocytes montre la grande
flexibilité de la voie MAPK et sa capacité a intégrer des signaux en amont et i créer des
réponses différentes en fonction de ces signaux. Quatre roles peuvent étre envisagés dans les
ovocytes : MAPK est essentielle pour I’activité de cdc2. Elle joue un réle dans la répression
de la phase S entre les deux divisions de méiose. MAPK participe a I’activité cytostatique du
CSF en maintenant actif le MPF. Enfin, ’activation de MAPK cause un arrét en phase G2, par
phosphorylation de cdc2 (Abrieu et coll.,, 1997 ; Walter et coll., 1997 ; Bitangcol et coll.,
1998). MAPK activerait Weel, induisant la rephosphorylation de p34°*? (Walters et coll.,

2000). MAPK joue donc un rdle en opposition avec cdc2 dans les premiers cycles mitotiques.

L’implication de p90™" dans I’arrét en métaphase des ovocytes bloqués en métaphase
II d’amphibien a été récemment rapportée. En effet, I'injection de p90™* constitutivement
active dans des embryons d’amphibiens au stade deux cellules stoppe la division du

0~ dans les

blastomere injecté (Gross et coll., 1999). De méme, I’'immunodéplétion de p9
extraits CSF d’ovocytes bloqués en métaphase II de Xénope empéche I’arrét en mitose (Bhatt

et Ferrell, 1999).

2.4.3 cdk 2.

L’injection d’oligonucléotides antisens de cdk2 inhibe la synthése de cdk2 lors de la
maturation et empéche 1’arrét en métaphase II des ovocytes de Xénope (Gabrielli et coll.,
1993). Ces résultats suggéraient que le couple cdk2/cycline E était requis en plus de c-mos
dans ’arrét en métaphase (Gabrielli et coll., 1993 ; Rempel et coll., 1995). L’implication de
cdk2 dans I’arrét en métaphase est controversée : en effet, I'utilisation de p21°®!, un inhibiteur

de cdk2, n’empéche pas I’arrét en métaphase II (Furuno et coll., 1997).
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3 Sortie de phase M : transition métaphase-anaphase.
3.1 Evénements de la transition métaphase-anaphase.

Si les événements du début de la phase M comme la condensation des chromosomes et
la formation du fuseau dépendent de I’activation du MPF et de la voie MAPK, les événements
de la sortie de phase M comme la séparation des chromatides sceurs requiérent 1’activation de
mécanismes de protéolyse dépendant de I’ubiquitine. En effet, la protéolyse de certaines
protéines, catalysée par leur ubiquitination, joue un role critique dans la régulation du cycle
cellulaire, engageant sa progression de maniére irréversible (Murray et coll.,, 1989 ; Peters,
1998 ; Koepp, 1999). L’ubiquitination de ces protéines nécessite 1’activation séquentielle de
trois enzymes : 1’ubiquitine est initialement activée par une E1 (Ubiquitin activating Enzyme
El) puis elle est tranférée sur un membre de la famille des enzymes se conjuguant a
I'ubiquitine (Ubiquitin-conjugating enzyme E2). Finalement, une ubiquitine-ligase (E3)
permet la reconnaissance du substrat et I’'ubiquitination de la protéine cible (Townsley et
Ruderman, 1998). Les protéines ainsi ubiquitinées sont reconnues et dégradées par le

complexe 268 protéasome (Peters, 1994 ; Coux et coll., 1996) (Figure 10).

3.2 Anaphase Promoting Complex.
3.2.1 Identité.

Dans les ovocytes bloqués en métaphase de Xénope et de la palourde Spisula, un
complexe 20S de plusieurs sous-unités est responsable de I’activité ubiquitine-ligase lors de la
transition métaphase-anaphase. Ce complexe a été baptisé Anaphase Promoting Complex
(APC) ou cyclosome. 11 tire son nom du fait que son activité est nécessaire a la séparation des
chromatides sceurs lors de 1’anaphase (Irniger et coll., 1995 ; King et coll., 1995 ; Tugendreich
et coll., 1995). Plusieurs génes codant des sous-unités de ’APC (APC1, APC2/cdcl6,
APC8/cdc23, APC10/DOC1 et cdc26) ont été originellement découverts chez Saccharomyces
cerevisiae griace a ’isolement de mutants chez lesquels la dégradation de la cycline CIb2 est
inhibée (Irniger et coll.,, 1995 ; Zachariae et Nasmyth, 1996 ; Hwang et coll., 1997). Les
produits des génes cdcl6 et cdc23 s’associent en complexe avec le produit du géne cdc27

(Lamb et coll.,, 1994) etles trois génes sont requis pour la transition métaphase-anaphase
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Figure 10. Protéolyse dépendante de la voie ubiquitine.

El : ubiquitin-activating enzyme, E2 : ubiquitin-conjugating enzyme, E3 : ubiquitin ligase,

Ub : ubiquitine (modifi¢ d’aprés Townsley et Ruderman, 1998).
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(Pringle et Hartwell, 1981). Des protéines homologues de cdcl6 et de cdc27 ont été
identifiées comme des constituants de 1’APC chez le Xénope (King et coll., 1995). Huit sous-
unités ont ét¢ identifiées chez le Xénope (King et coll., 1995 ; Peters et coll., 1996), douze
chez Saccharomyces cerevisiae et huit chez les mammiféres (Townsley et Ruderman, 1998 ;
Peters, 1999). |

3.2.2 Régulation.

Les activités des enzymes E1 et E2 ne varient pas au cours du cycle cellulaire (Peters
et coll.,, 1998). Par contre, I’activité de I’APC est faible dans les extraits interphasiques et
¢levée dans les extraits mitotiques (King et coll., 1995 ; Sudakin et coll., 1995). L’APC est
donc I’objet d’une régulation au cours du cycle cellulaire.

Son activité serait régulée par phosphorylation/déphosphorylation. En effet, le MPF
est capable d’activer 'APC en le phosphorylant de maniére réversible (Hershko et coll., 1994;
Lahav-Baratz et coll., 1995 ; Sudakin et coll., 1995). Cette phosphorylation est en outre
dépendante de Xe-p9 (Shteinberg et Hershko, 1999 ; Shteinberg et coll., 1999). Une
polokinase, homologue de la protéine cdc5 de Saccharomyces cerevisiae est capable de
phosphoryler trois des sous-unités de I’APC : APC1, APC3 et APC6 (Charles et coll., 1998 ;
Descombes et Nigg, 1998 ; Kotani et coll., 1998 ; Shirayama et coll., 1998). Il a été également
démontré que les sous-unités APC1 et APC3 peuvent étre phosphorylées par la PKA, mais
dans ce cas, la PKA supprime I’activité de I’APC (Ishii et coll., 1996 ; Kotani et coll., 1998).
L’activité de protéines-phosphatases est en outre requise pour I’activation de 'APC & la
transition métaphase-anaphase (Ishii et coll., 1996 ; Vorlaufer et Peters, 1998 ; Brassac et
coll., 2000).

Par ailleurs, des études récentes ont révélé que I’APC est activé de maniére spécifique
par deux familles de protéines : Cdc20/p55°“/fizzy et Cdhl/Hctl/fizzy-related (Visintin et
coll., 1997 ; Schwab et coll., 1997 ; Sigrist et Lehner, 1997 ; Fang et coll., 1998a ; 1998b ;
Kramer et coll., 1998 ; Lorca et coll., 1998 ; Zachariae et coll.,, 1998). Ces protéines sont
régulées par des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation. En effet, Cdc20 ne
pourrait activer I’ APC que lorsqu’il est phosphorylé par le MPF (Kotani et coll.,, 1999) et
Cdhl est inactivé lorsqu’il est déphosphorylé par la phosphatase cdc14 (Visintin et coll.,
1998).



3.3 Cibles de I’APC.

L’APC permet la sortie de phase M en inactivant le MPF a travers la dégradation de la
cycline B. Celle-ci est dggradée au moment de la séparation des chromatides sceurs (Murray
et coll., 1989). Cette dégradation est permise par la présence d’une séquence particuliére, la
“destruction-box”. En effet, la délétion de cette séquence empéche la dégradation de la
cycline. La présence de formes non dégradables de cycline B empéche la sortie de phase M
dans les extraits d’ovocytes bloqués en métaphase II de Xénope, suggérant que I’inactivation
du MPF déclenche la séparation des chromosomes (Murray et coll.,, 1989). En fait, de tels
extraits subissent un blocage en télophase et non pas en métaphase (Holloway et coll., 1993 ;
Surana et coll., 1993). Cependant de fortes concentrations de la séquence “destruction-box”
de la cycline B inhibe la ségrégation des chromosomes. Ces fragments étant capables d’agir
comme des inhibiteurs compétitifs des mécanismes de protéolyse dépendants de ’APC, il a
été supposé que d’autres protéines, impliquées dans la ségrégation des chromosomes, ‘sont
dégradées par I’APC lors de la sortie de phase M (Holloway et coll., 1993).

Chez les levures bourgeonnantes, la protéolyse de Pdsl induite par I’APC semble
déclencher la transition métaphase-anaphase (Cohen-Fix et coll., 1996 ; Yamamoto et coll.,
1996). Cette protéine Pdsl contient une séquence proche de la “destruction-box” des cyclines
mitotiques. La mutation de cette séquence empéche la dégradation de Pdsl et I’expression de
cette forme non dégradable entraine un arrét en métaphase dans les cellules traitées. En outre,
la délétion du géne Pdsl permet la transition métaphase-anaphase dans les mutants APC. Ces
résultats montrent que Pdsl inhibe la transition métaphase-anaphase. La protéine Cut2
posséde une fonction similaire chez les levures fissipares (Funabiki et coll., 1996a). Cut2 est
dégradée lors de la sortie de phase M. Cette dégradation dépend de I’APC et de la présence
d’une séquence “destruction-box” (Funabiki et coll.,, 1996a). La maniére dont Pds1 et Cut2
inhibent la transition métaphase-anaphase n’est pas clairement élucidée. Cependant, Pdsl et
Cut2 sont capables d’interagir avec Espl et Cutl respectivement (Funabiki et coll., 1996b ;
Ciosk et coll, 1998 ; Kumada et coll, 1998). Des études génétiques menées chez
Schizosaccharomyces pombe ont suggéré que Pdsl est un inhibiteur de Espl (Ciosk et coll.,
1998). Espl ne pourrait déclencher la séparation des chromatides qu’aprés la dégradation de
Pds1 par I’APC. Des protéines homologues de Pds1 ont été identifiées chez le Xénope et chez
I’homme (Peters, 1999).

La protéine Cdc20 est aussi un substrat de I’ APC (Prinz et coll., 1998 ; Shirayama et
coll., 1998), et les protéines Cdc5/Plkl, ARK2 et NIMA sont également dégradées lors de la
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transition métaphase-anaphase (Charles et coll., 1998 ; Shirayama et coll., 1998 ; Ye et coll.,
1998). Deux autres protéines, qui jouent un role dans la régulation du fuseau mitotique, ont
été identifiées comme des substrats de I’APC : Aselp, protéine associée aux microtubules et
Kip1 (kinesin motor protein 1) (Gordon et Roof, 1997 ; Juang et coll., 1997). Enfin, chez le
Xénope, la dégradation de la géminine semble requise pour que la réplication de I’ADN ait

lieu au cycle cellulaire suivant (McGarry et Kirschner, 1998).

3.4 Le point de contrdle d’assemblage du fuseau (“spindle checkpoint™).

Le point de contréle d’assemblage du fuseau est le mécanisme qui inhibe la sortie de
phase M jusqu’a la formation d’un fuseau bipolaire et jusqu’a ce que les chromosomes soient
attachés au fuseau (Wells, 1996). En effet, des agents capables de détruire le fuseau en
dépolymérisant les microtubules, tels que le nocodazole ou le bénomyl, bloquent la
progression du cycle cellulaire. Plusieurs genes impliqués dans le point de contrdle
d’assemblage du fuseau ont été identifiés chez les levures : Madl, Mad2, Mad3, Bubl, Bub2,
Bub3, Pdsl1 et Hpsl (Li et Murray, 1991 ; Weiss et Winey, 1996 ; Yamamoto et coll., 1996).
Des protéines homologues ont été découvertes chez les vertébrés, et il a été déterminé que les
protéines Mad2, Bubl et Bub3 s’associent aux kinétochores avant ’alignement des
chromosomes a la métaphase (Chen et coll., 1996 ; Li et Benezra, 1996 ; Taylor et MsKeon,
1997 ; Taylor et coll., 1998). En outre, ces protéines ne sont plus détectées au niveau des
kinétochores aprés 1’attachement complét des chromosomes au fuseau de métaphase.

Par ailleurs, le point de contrle d’assemblage du fuseau régule ’activité de ’APC en
inactivant Cdc20 et Hctl (figure 11). Les protéines Mad2 et Mad3 se lient 4 Cdc20 et la
délétion de Mad2 permet la sortie de phase M des mutants Cdc20 (Hwang et coll., 1998).
Mad? inhiberait ’activité de Cdc20 en s’associant avec elle (Li et coll., 1997 ; Fang et coll.,
1998b ; Gorbsky et coll., 1998 ; Kallio et coll., 1998 ; Kim et coll., 1998). Ainsi, les protéines
Mad1, Mad2, Mad3 et Bub 1, Bub3 suppriment I’activation de I’APC induite par cdc20 mais
Bub2 régulerait négativement celle induite par Cdhl (Alexandru et coll., 1999 ; Fesquet et
coll., 1999 ; Fraschini et coll.,, 1999). Bub2 inhibe I’activation de la protéine phosphatase
cdcl4 (Alexandru et coll, 1999 ; Shou et coll, 1999 ; Visintin et coll, 1999) dont

Pactivité est nécessaire pour permettre ’activation de
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Figure 11 : Régulation de PAPC par le “spindle assembly checkpoint”.
(Chez Saccharomyces cerevisiae, modifié d’apres Alexandru et coll., 1999)
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Cdhl, qui doit étre déphosphorylée pour étre active (Visintin et coll., 1998).

On peut se demander si I’arrét en métaphase impliquant le CSF est un mécanisme
proche de celui du point de contrdle du fuseau. Cependant, méme si les deux mécanismes
semblent agir en inhibant ’APC, ils sont distincts dans la mesure ou Mad2 ne semble pas

impliquée dans I’arrét en métaphase II des ovocytes de Xénope (Chen et coll., 1996).
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4 Levée du blocage métaphasique.

4.1 Ovocyte d’amphibien

4.1.1 Modifications morphologiques.

L’union d’un ovocyte bloqué en métaphase II et du spermatozoide déclenche
Pactivation de ’ovocyte, qui comprend une série de mécanismes complexes tels que le
blocage membranaire 4 la polyspermie (chez les anoures mais pas chez les urodéles), la
stimulation du métabolisme et la fin de la méiose.

Chez les anoures, cette activation se manifeste par deux changements morphologiques
importants : I’exocytose des granules corticaux (GC) et la contraction corticale (figure 12).
L’exocytose des granules corticaux débute au point d’impact du spermatozoide et se propage
autour de I’ceuf (Grey et coll., 1974). La libération du contenu des granules corticaux dans
I’espace périvitellin modifie les propriétés physico-chimiques de la membrane. Elle aboutit &
la formation d’une membrane de fécondation, barriére imperméable aux spermatozoides, qui
entoure I’ceuf et constitue un blocage physique a la polyspermie (Wolf, 1974 ; Grey et coll,,
1976). La contraction corticale suit I’exocytose des granules corticaux et se traduit par la
migration des pigments vers le pdle animal de ’ceuf. Cette contraction corticale pourrait
faciliter I’amphimixie en rapprochant le pronucleus méile du pronucleus femelle (Elinson,
1977). En effet, I’activation de I’ovocyte provoque la décondensation des chromosomes, la
disparition du fuseau, la formation du f)ronucleus femelle et I’extrusion du second globule
polaire (Figure 12). D’autres modifications existent comme [’augmentation des

microvillosités (Charbonneau et Picheral, 1983).

4.1.2 Modifications ioniques.

Les modifications morphologiques sont précédées de modifications ioniques.
L’événement majeur de la fécondation est sans conteste 1’augmentation de la concentration
intraovocytaire de calcium. Chez le Xénope, elle débute au point d’impact du spermatozoide
et se propage sous la forme d’une vague calcique qui est immédiatement suivie par
I’exocytose des granules corticaux (Grey et coll,, 1974 ; 1976). L’augmentation de calcium
induite par la fécondation se produit dans de nombreuses espéces et serait le signal activateur

des ovocytes bloqués en métaphase II (Whitacker et Swann, 1993 ; Shen, 1995 ; Kline, 1996).
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En outre, la fécondation déclenche une dépolarisation transitoire de la membrane plasmique
appelée potentiel de fécondation, qui se produit au méme moment que 1’augmentation de
calcium (Kline et Nuccitelli, 1985). Cette dépolarisation est dile a un efflux d’ions chlorures
et provoque un blocage immédiat a la polyspermie (Cross et Elinson, 1980). L’alcalinisation
du cytoplasme constitue également un événement majeur de la fécondation (Webb et
Nuccitelli, 1980) qui serait une conséquence de la vague calcique (Grandin et Charbonneau,
1992).

L’importance du signal calcique dans la levée de blocage métaphasique a été
démontrée par plusieurs types d’expériences réalisées sur les ovocytes de plusieurs especes
(Kline 1992). 11 est établi qu’une activation de I’ovocyte bloqué en métaphase II peut étre
déclenchée par une augmentation artificielle du calcium intracellulaire. Celle-ci peut étre
obtenue par I’ionophore calcique A23187, qui est capable de provoquer la levée de blocage
métaphasique, le soulévement de la membrane de fécondation et la contraction corticale
(Steinhardt et coll., 1974 ; Bellé et coll., 1975). Dans ces conditions, aucun clivage ne peut
étre observé. L’ovocyte mature de Xénope, qui ne posséde pas de centrosome fonctionnel, ne
peut subir un développement parthénogénétique que dans le cas ol un centrosome est injecté
aprés activation (Tournier et Bornens, 1994). L’injection de calcium dans les ovocytes
matures provoque leur activation (Hollinger et Schuetz, 1976).

Par ailleurs, I’injection d’un agent chélateur des ions calcium comme le BAPTA inhibe les
événements caractéristiques de la fécondation. L’augmentation de la concentration de calcium
et le potentiel de fécondation ne sont plus observés. En outre, ni I’exocytose des granules
corticaux, ni la formation de la membrane de fécondation ne se produisent dans ces conditions
(Zucker et Steinhardt, 1978 ; Hamaguchi et Hiramoto, 1981 ; Swann et Whitacker, 1986 ;
Kline, 1988 ; Mohri et Hamaguchi, 1991). Le BAPTA inhibe également ’exocytose des
granules corticaux et la réaction corticale habituellement induites par 1’ionophore calcique
(Bément et Capco, 1990). Il empéche aussi I’activation des ovocytes et I’augmentation de pH

induites par piqiire (Grandin et Charbonneau, 1992).
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Figure 12. Activation des ovocytes bloqués en métaphase II de Xénope.

. Ovocyte bloqué en métaphase II de Xénope (x 40).

. Activation d’un ovocyte bloqué en métaphase II (activation par !’ionophore caicique
A23187 ; x 40). L’activation se caractérise par la réaction corticale, qui est aisément
observable sous loupe binoculaire : les pigments migrent vers le pdle animal.

. Coupe semi-fine d’un ovocyte bloqué en métaphase II (x 1000) : les granules corticaux
sont présents sous la membrane plasmique.

. Coupe semi-fine d’un ovocyte bloqué en métaphase II activé par I’ionophore calcique
A23187 (x 1000). L’activation déclenche I’exocytose des granules corticaux. Ceux-ci ne
sont plus détectés.

. Coupe histologique d’un ovocyte bloqué en métaphase II (x 800). Le fuseau de métaphase
II est ancré dans la membrane plasmique. Il est accompagné du premier globule polaire.

. Coupe histologique d’un ovocyte bloqué en métaphase II activé (x 500). Le fuseau de

métaphase disparait et un pronucleus se forme.
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L’augmentation de calcium observée lors de la fécondation provient des stocks
intraovocytaires de calcium (Steinhardt et coll., 1974 ; Fontanilia et Nuccitelli, 1998). Il a été
proposé que la vague calcique résulte d’une vague d’hydrolyse des phosphoinositides
membranaires (PIP2) en inositol 1,4,5 triphosphate (IP;) d’une part et en diacylglycérol
(DAG) d’autre part (Berridge et Irvine, 1989) (Figure 13). La microinjection de PIP2
déclenche une augmentation de calcium dans les ovocytes de mollusques (Bloom et coll.,
1988), d’échinodermes (Whitacker et Irvine, 1984 ; Picard et coll., 1985 ; Swann et
Whitacker, 1986 ; Chiba et coll., 1990), d’amphibiens (Busa et coll., 1985 ; Nuccitelli et coll.,
1988) et de mammifeéres (Cran et coll., 1988 ; Miyazaki et coll., 1989). L’injection d’anticorps
anti-PIP2 réduit fortement la vague calcique lors de la fécondation des ovocytes de Xénope
(Larabell et Nucitelli, 1992). La cible intracellulaire de I’'IP; est un récepteur du réticulum
endoplasmique. Le taux d’IP; augmente lors de la fécondation des ovocytes de Xénope (Stith
et Maller, 1993 ; Snow et coll., 1996) et I’injection d’héparine, un inhibiteur des récepteurs de
type IP;, inhibe partiellemenf ’augmentation de calcium (Nuccitelli et coll., 1993 ; Fontanilla
et Nuccitelli, 1998).

L’hypothése d’une libération de calcium induite par le calcium (Calcium-Induced
Calcium Release, CICR) a été également proposée (Jaffe, 1991). Cependant, aucun
mécanisme indépendant de I’IP; n’a pu étre impliqué dans la vague calcique consécutive a la
fécondation chez le Xénope. Les récepteurs sensibles a la ryanodine n’ont pas été détectés
dans les ovocytes d’amphibien (Parys et coll., 1992 ; Kume et coll., 1997). De plus, ni la
cafféine, ni la ryanodine, stimulateurs du CICR, ne provoquent I’activation des ovocytes de
Xénope (Parker et Ivorra, 1991 ; Nuccitelli et coll., 1993 ; Galione et coll., 1993 ; Leichleiter
et Clapham, 1992 ; Kobrinsky et coll., 1995).

Le mécanisme par lequel le spermatozoide déclenche la réponse calcique est
controversé et deux hypothéses majeures ont été proposées. La premiere hypothése repose sur
une interaction de type ligand-récepteur entre le spermatozoide et I’ovocyte. Un tel récepteur
pourrait activer des protéines G et/ou une activité tyrosine kinase associée a la membrane de
Iovocyte (Jaffe, 1990 ; Foltz et Shilling, 1993 ; Gallo et coll., 1995). L’expression des
récepteurs de 1’Epidermal Growth Factor (EGF) provoque une augmentation du taux de
calcium dans les ovocytes de Xénope (Yim et coll., 1994). Par ailleurs, des inhibiteurs de
tyrosine-kinase inhibent la fécondation des ovocytes de Xénope (Glahn et coll., 1999 ; Sato et
coll., 1998 ; 1999). Les mécanismes d’activation de la phospholipase C, qui catalyse

I’hydrolyse des phospholipides membranaires, demeurent mal compris. La libération du
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calcium n’implique cependant ni I’activation de la PLCy par son domaine SH2, ni ’activation
de la PLCB par les protéines G hétérotrimériques (Runft et coll., 1999). Plusieurs travaux
réalisés sur d’autres modéles suggérent qu’une activité tyrosine-kinase pourrait étre impliquée
dans la fécondation. En effet, I'utilisation d’inhibiteurs de tyrosine-kinases inhibe fortement la
libération de calcium qui se produit lors de la fécondation des ovocytes de souris (Dupont et
coll., 1996). Par ailleurs, la stimulation de ’activité tyrosine-kinase dans les ovocytes bloqués
en métaphase I d’oursin provoque I’augmentation de la concentration intracellulaire de
calcium (Shen et coll,, 1999). La protéine c-src pourrait étre impliquée dans la libération de
calcium induite par la fécondation dans ces ovocytes (Giusti et coll., 1999).

La deuxiéme hypotheése propose que le spermatozoide contient un facteur soluble qui pénétre
dans le cytoplasme de 1’ovocyte et provoque ’augmentation de calcium. (Stricker, 1997).
Chez les mammiferes, ce facteur soluble a été identifié comme étant une phospholipase C

(Parrington et coll., 1999).

La calcium-calmoduline kinase (CaMKII) est un des relais du calcium lors de la
fécondation. En effet, I’addition d’une forme constitutivement active de la CaMKII a des
extraits d’ovocytes bloqués en métaphase II de Xénope induit I’inactivation du MPF et la fin
de la méiose, méme en 1’absence de calcium, alors que ’ajout d’un inhibiteur spécifique
empéche I’apparition des modifications caractéristiques de I’activation (Lorca et coll., 1993).
En outre, la CaMKII participerait au soutien et a la régulation de la vague calcique (Hague et
coll., 1999).

La protéine kinase C est une sérine-thréonine kinase qui est activée par le calcium, le
DAG ou les esters de phorbol dans les ovocytes de Xénope (Laurent et coll., 1988 ; Sahara et
coll., 1992). L’activation de la PKC par les esters de phorbol provoque la réaction corticale,
P’exocytose des granules corticaux et la formation de pronucleus mais sans la diminution de
I’activité MPF qui accompagne habituellement I’activation des ovocytes (Bement et Capco,
1990 ; 1991). La PKC agit donc en aval du signal calcique et son activation peut induire la

majorité des événements qui accompagnent la fécondation (Bement, 1992).
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Figure 13 : Hypothése concernant la libération du calcium lors de la fécondation
(modifié d’apres Nuccitelli et coll., 1992).
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4.1.3 Modifications biochimiques.
4.1.3.1 Inactivation du MPF.

La fécondation déclenche I’inactivation du MPF et du CSF (figure 14). L’inactivation
du MPF précéde celle du CSF (Watanabe et coll., 1991). A chaque sortie de phase M, la
dégradation de la cycline est dépendante de son ubiquitination. Celle-ci est permise par
’interaction d’une ubiquitine-ligase avec une séquence consensus, la “destruction box”. Ce
signal de dégradation est localisé dans la partie N-terminale des cyclines A et B (Glotzer et
coll.,, 1991 ; Hershko et coll., 1991). La délétion des 90 acides aminés N-terminaux ou les
mutations de la “destruction box” d’une cycline B d’oursin empéche sa dégradation.
L’introduction de la forme tronquée A-90 cycline B dans des extraits acellulaires d’ovocytes
bloqués en métaphase II de Xénope, inhibe I’inactivation du MPF, la décondensation des
chromosomes et la disparition du fuseau. Ces événements semblent donc dépendre de la
protéolyse de la cycline B et de I’inactivation du MPF (Murray et coll., 1989). Des résultats
similaires ont été obtenus dans des extraits acellulaires de Spisula (Luca et Ruderman, 1989)
et dans les cultures de cellules humaines (Gallant et Nigg, 1992). En outre, I’injection de cette
forme indestructible de cycline B (A-90) dans des ovocytes immatures de Xénope déclenche
la reprise de la méiose, mais elle n’évolue pas au dela de 1’anaphase I (Huchon et coll., 1993).

L’ubiquitination de la cycline B est effectuée par 'APC. Le MPF participe a
P’activation de la protéolyse des cyclines (Townsley et Ruderman, 1998). Le mécanisme n’est
pas clairement défini mais il implique notamment les phosphorylations de plusieurs protéines
nécessaires 4 I’activation de ’APC par p34°? : celle de la sous-unité cdc27 de I’APC,
dépendante de Xe-p9 (Patra et Dunphy, 1998), et celle de Fizzy, requise pour I’activité APC
(Lorca et coll., 1998).

La dégradation de la cycline B n’est pas le seul événement requis pour I’inactivation
du MPF. En effet, aprés la dégradation de sa sous-unité régulatrice, la forme libre de p34°32
posséderait encore une faible activité kinasique, suggérant que la déphosphorylation de la
thréonine 161 soit nécessaire & I’inactivation compléte du MPF. Cette déphosphorylation

serait catalysée par la protéine phosphatase 1 (PP1) (Lorca et coll., 1992).
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Fig. 14 Evénements biochimiques de la fécondation.

57



4.1.3.2 Inactivation du CSF.
4.1.3.2.1 Inactivation des MAPK.

La déphosphorylation de MAPK est 1’étape clef de son inactivation (Ferell et coll.,
1991). L’activité MAPK est régulée par 1’équilibre entre les MAPKK (MEK1) activatrices et
les phosphatases inactivatrices. Plusieurs MAPK phosphatases ont été mises en évidence dans
les ovocytes de Xénope. Une phosphatase de 47 kDa a pu étre purifiée a partir de fractions
cytosoliques d’ovocytes bloqués en métaphase II de Xénope mais elle n’a pas encore été
caractérisée (Sarcevic et coll., 1993). Dans les ovocytes de Xénope, la déphosphorylation de
MAPK semble principalement due a la XCL100. Cette phosphatase, qui présente une forte
homologie avec la CL100 de souris, est présente durant le développement précoce des
embryons de Xénope. Elle est capable de déphosphoryler et d’inactiver MAPK in vitro
(Lewis et coll,, 1995). De plus, la surexpression d’une forme tronquée de la CL100 dans sa
partie carboxy-terminale dans des extraits CSF de Xénope provoque la levée du blocage
métaphasique (Minshull et coll., 1994).

L’inactivation des MAPK ne se produit que 30 a 40 minutes aprés la fécondation
(Ferell et coll.,, 1991 ; Hartley et coll., 1994 ; Roy et coll, 1996). La levée du blocage
métaphasique se produit donc en dépit d’une activité MAPK élevée. Méme si MAPK agit en
inhibant I’activation de la voie de dégradation des cyclines B lors de 1’arrét en métaphase II,
la CaMKII est capable de provoquer la levée du blocage métaphasique et la dégradation de la
cycline B dans des extraits CSF, sans que MAPK soit inactivée (Abrieu et coll.,, 1996).
L’inactivation de MAPK n’est donc pas requise pour la dégradation de la cycline B lors de la
levée du blocage métaphasique. L’activité puis I’inactivation de MAPK interviendraient dans

la régulation de la durée du premier cycle cellulaire (Walters et coll., 2000).

4.1.3.2.2. Dégradation de c-mos.

11 a été suggéré que la disparition de ’activité CSF dans les ovocytes de Xénope est
due a la dégradation de c-mos par des cystéine-protéases dépendantes du calcium, les
calpaines (Watanabe et coll., 1989). Cependant, I’implication de ce mécanisme in vivo est
controversé. En effet, les concentrations calciques susceptibles d’activer les calpaines sont
supérieures aux concentrations physiologiques mesurées lors de la fécondation (Lorca et coll.,

1992). 11 a ensuite ét¢ démontré que c-mos est dégradé dans les ovocytes de Xénope par le
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protéasome 26S d’une maniére dépendante du systéme d’ubiquitination (Ishida et coll., 1993).
L’ubiquitination de c-mos est dépendante de I’état de phosphorylation de la sérine 3. En effet,
la phosphorylation de la sérine 3 empéche la reconnaissance de la proline en position 2, qui
est nécessaire & I'ubiquitination de la protéine et donc a sa protéolyse (Nishizawa et coll.,
1993). La sérine 16 jouerait également un role dans la stabilité de c-mos (Pham et coll., 1999).

Il faut noter que si I’activité CSF chute avec la dégradation de c-mos, celle-ci ne serait
pas nécessaire a la protéolyse de la cycline B et & la sortie de phase M. Ces résultats sont
cohérents avec le fait que l'activit¢ CSF chute aprés la disparition de I’activité MPF
consécutive a la dégradation de la cycline B dans les ovocytes de Xénope (Watanabe et coll.,
1991). Des résultats similaires ont été observés lors de la fécondation des ovocytes de souris
(Weber et coll., 1991).

4.2 Autres modéles d’étude de la levée de blocage métaphasique.
4.2.1 Ovocytes d’invertébrés : levée du blocage en métaphase 1.

L’augmentation de calcium léve le blocage en métaphase I des ovocytes de Patella et
de Mytilus. Cette augmentation implique un influx d’ions calcium et la participation des
stocks intracellulaires par la voie IP;(Deguchi et coll.,, 1996 ; Colas et Dubé, 1998). Par
ailleurs, de fortes concentrations de KCl sont capables de provoquer la levée du blocage en
métaphase I des ovocytes de Mytilus. Dans ces conditions, I’activation de ces ovocytes est dile
4 une augmentation de calcium permise par I’ouverture de canaux calciques voltage-
dépendants (Dufresne-Dub¢ et coll., 1983 ; Tomkowiak et coll., 1997).

Dans les ovocytes de Patella et de Mytilus, I’inhibition partielle de la synthése
protéique par I’émétine entraine I’extrusion du premier globule polaire et la formation du
noyau (Dubé et Dufresne, 1990 ; Colas et coll., 1993). Des protéines a durée de vie courte,
comme la cycline B, sont donc nécessaires au maintien de I’arrét en métaphase. La 6-
diméthylamino purine (6-DMAP) est aussi capable d’activer les ovocytes de Mytilus : le
noyau se forme, mais sans extrusion du globule polaire (Néant et Guerrier, 1988). L’émétine,
comme la fécondation, provoque la disparition des cyclines B tandis que la 6-DMAP
provoque la phosphorylaﬁon de p34°*2, inhibant activité HI kinase. La dégradation des
cyclines ou d’autres substrats serait nécessaire a 1’extrusion du premier globule polaire tandis
que la décondensation des chromosomes serait due a la disparition de I’activité kinasique du

MPF (Néant et coll., 1994 ; Néant et Dubé, 1996).
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La fécondation induirait une inhibition transitoire de la synthése protéique, permettant
la transition métaphase-anaphase. Comment 1’augmentation de calcium provoque-t-elle la
diminution de la synthése protéique? L’implication des Calmoduline-Kinases (CaMK) est
connue dans la levée du blocage métaphasique, tant dans les ovocytes de mollusques que dans
les ovocytes d’amphibiens. La CaMK est capable de phosphoryler le facteur d’élongation 2
(EF-2) dans les cellules somatiques de mammiféres, provoquant ainsi la diminution de la
synthése protéique (Ryazanov et Spirin, 1990). Une activité similaire a été mise en évidence
dans les ovocytes de Patella et pourrait intervenir dans la fécondation de ces ovocytes
(Abdelmajid et coll., 1993 ; Colas et Dubé, 1998).

4.2.2 Ovocyte de mammifere : levée du blocage en métaphase I1.

L’augmentation de la concentration de calcium intraovocytaire est également 1’étape
clef de I’activation des ovocytes de mammiferes. Lors de la fécondation, des oscillations
calciques persistent pendant plusieurs heures (Swann et Parrington, 1999). La chélation des
ions calciques par le BAPTA empéche I’exocytose des granules corticaux et la formation de
pronucleus (Kline et Kline, 1992). Par ailleurs, 1’application d’un ionophore calcique et
Pinjection intraovocytaire de calcium sont capables de provoquer la formation de pronuclei
(Swann et Ozil, 1994 ; Schultz et Kopf, 1995). L’activation parthénogénétique des ovocytes
de mammiféres est dépendante de ’dge et des conditions de culture de ces ovocytes
(Whittingham, 1980 ; Collas et coll., 1993 ; Swann et Ozil, 1994). L’activation des ovocytes
de mammiféres est presque impossible lorsqu’ils ont été fraichement ovulés (Ozil et Swann,
1995). Le pourcentage d’activation croit avec I’augmentation de la durée de la culture (Nagai,
1987 ; Ware et coll,, 1989 ; Yang et coll., 1991). Dans ces conditions, des clivages peuvent
étre observés mais les stades ultérieurs sont rarement obtenus (Aoyagi et coll., 1992). Seuls
des pulses répétés de calcium peuvent activer les ovocytes de souris fraichement ovulés,
réfractaires a d’autres traitements parthénogénétiques. Ce type de traitement permet
I’obtention de blastocystes (Collas et Robl, 1990 ; 1991 ; Ozil, 1990) voire de stades ultérieurs
(Ozil, 1990 ; Vitullo et Ozil, 1992).

L’arrét en métaphase des ovocytes de mammiferes est également dépendant de la
synthése protéique. En effet, ’inhibition de la synthése protéique est capable de provoquer
Pactivation parthénogénétique des ovocytes de souris (Siracusa et coll,, 1978 ; Clarke et
Masui, 1983 ; 1985 ; Clarke et coll., 1988 ; Verlhac et coll,, 1993), des ovocytes de bovidés
(Presicce et Yang, 1994 ; Liu et coll., 1998) et des ovocytes humains (Balakier et Casper,
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1993). En effet, I’arrét en métaphase II des ovocytes de souris dépend d’un équilibre entre la
synthése et la dégradation de la cycline B (Kubiak et coll., 1993). D autre part, |’arrét en
métaphase dépend de 1’organisation tridimensionnelle du fuseau puisque des agents comme le
nocodazole empéchent la levée du blocage métaphasique induite par le spermatozoide (Maro
et coll.,, 1986 ; Schatten et coll,, 1985 ; 1989) ou par un ionophore calcique ou par des
inhibiteurs de la synthése protéique (Kubiak et coll., 1993 ; Moses et Kline, 1995 ; Moses et
coll,, 1995 ; Moses et Masui, 1994 ; 1995).

L’implication de la protéine-kinase C (PKC) dans la levée du blocage métaphasique a
été aussi rapportée dans les ovocytes de mammiferes, mais son réle reste mal compris. En
premier lieu, il a été démontré que les esters de phorbol, comme le PMA, induisent
l'activation de la protéine-kinase C et provoquent I'exocytose des granules corticaux dans les
ovocytes de souris (Ducibella et coll., 1993). Des travaux réalisés chez le hamster (Gallicano
et coll., 1993) et chez la souris (Colonna et coll., 1989) ont rapporté la formation de pronuclei
aprés activation de la PKC. Cependant, les structures formées ne seraient pas de véritables
pronuclei, et l'apparition de ces structures est dépendante de la lignée de souris utilisée
(Moore et coll,, 1995). Le PMA provoque la formation d'une structure proche du second
globule polaire, mais qui n'en posséde pas toutes les caractéristiques. En outre, l'activation de
la PKC ne provoque pas de diminution de l'activité H1 kinase dans les ovocytes de souris ou
de hamster (Moore et coll., 1995).

Afin d’obtenir I’activation parthénogénétique des ovocytes de mammiféres, ’emploi
d’inhibiteurs de protéines-kinases a été également envisagé. La staurosporine, un inhibiteur
peu spécifique, est capable de provoquer la formation de pronucleus dans les ovocytes de
souris et de porc sans provoquer de modifications de la concentration de calcium
intraovocytaire ou d’exocytose des granules corticaux (Mayes et coll., 1995 ; Prather et coll.,
1997). Utilisés seuls, un ionophore calcique ou la 6-DMAP, un inhibiteur de protéines-kinases
a large spectre, sont incapables de provoquer les activations parthénogénétiques de jeunes
ovocytes de bovidés mais la combinaison des deux agents provoque un fort pourcentage
d’activations parthénogénétiques (Liu et coll,, 1998). Dans les ovocytes de souris et de
bovidés, la 6-DMAP accélere I’activation, la formation du pronucleus et augmente le nombre
de développements parthénogénétiques (Szollozi et coll., 1993 ; Moses et Masui, 1994 ;
Susko-Parrish et coll., 1994 ; Moses et Masui, 1995). Par ailleurs, I’application d’éthanol et de
6-DMAP sur des ovocytes de porc provoque la formation de pronucleus sans extrusion du
deuxiéme globule polaire et la diminution de Pactivité histone H1 kinase, caractéristique de

I’activité MPF (Leal et Liu, 1998). D’autres études ont montré que lors de I’activation
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parthénogénétique des ovocytes de bovidés, I’inactivation du MPF se produit rapidement, en
corrélation avec la fin de la méiose tandis que I'inactivation de MAPK se produit plus
tardivement, et semble en relation avec la formation du pronucleus (Liu et Yang, 1999).
Récemment, il a été montré que des ovocytes de bovidés insensibles a l'ionophore
calcique, peuvent étre activés par un dérivé de la cytokinine, la bohémine (Albeiro et coll.,
2000). La bohémine, qui fait partie de la famille de 1’olomoucine, est un inhibiteur de cyclin-
dependent kinases (Vesely et coll., 1994 ; Abraham et coll., 1995 ; Havlicek et coll., 1997).
Elle provoque l'activation des ovocytes de bovidés dans 50 % des cas lorsqu'elle est appliquée
seule mais l'application conjointe de bohémine et d'ionophore calcique provoque I'activation

de la quasi-totalité des ovocytes traités (Albeiro et coll., 2000).
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Introduction au travail.
Reprise de la méiose et blocage en métaphase II de I’ovocyte de Xénope.

Les ovocytes immatures de stade VI sont bloqués en prophase de premiére division de
méiose. La progestérone déclenche la reprise de la méiose in vivo et in vitro. Celle-ci est
permise par Dactivation du MPF, facteur universel d’entrée en phase M. C’est un
hétérodimére constitué d’une sous-unité catalytique, la Ser/Thr kinase p34°*?, et d’une sous-
unité régulatrice, la cycline B. Une fois activé, le MPF est responsable des événements
cytologiques qui accompagnent la reprise de la méiose : la rupture de I’enveloppe nucléaire
(GVBD), la condensation des chromosomes et la formation du fuseau.

A Tissue de la premiere division, la deuxiéme division est engagée mais s’arréte
aussitot en métaphase. Cet arrét est di au facteur cytostatique, le CSF. Bien qu’il n’ait pas
encore été purifié, il impliquerait ’activité de c-mos, MAPK et peut-étre celle de cdk2. Cette
activité cytostatique entretiendrait I’arrét en métaphase en maintenant une activité MPF élevée
dans la cellule, par I’inhibition de I’activation du systéme de dégradation des cyclines. La
levée du blocage métaphasique se caractérise par la disparition des activités CSF et MPF, la

formation du pronucleus femelle et I’émission du second globule polaire.

La 6-DMAP, un inhibiteur de protéines-kinases a large spectre.

Beaucoup d’auteurs ont utilisé la 6-diméthylaminopurine (6-DMAP), inhibiteur de
protéines-kinases a large spectre, pour ’étudier la maturation ou le maintien en métaphase
d’ovocytes de nombreuses especes. La 6-DMAP inhibe les phosphorylations sans inhiber la
synthése protéique (Néant et Guerrier, 1988a). Cette substance inhibe la maturation dans
toutes les espéces ou elle a été¢ étudiée. Lorsqu’elle est appliquée sur des ovocytes de
mollusque (Patella vulgata) arrétés en métaphase I, la 6-DMAP induit la formation de
pronucleus. Un effet similaire peut étre observé chez 1’étoile de mer (Néant et Guerrier,
1988b). Chez le Xénope, appliquée juste aprés la rupture de la vésicule germinative lorsque
les ovocytes sont encore en premiére division de méiose, la 6-DMAP induit la décondensation
des chromosomes et la formation de structures de type nucléaire (Jessus et coll., 1991). Chez
le Xénope, utilisée a forte concentration, cette substance semble aussi capable d’activer les
ovocytes arrétés en métaphase II (Zhang et Masui, 1992). Chez la souris, la 6-DMAP induit la
décondensation des chromosomes et la reformation de 1’enveloppe nucléaire lorsqu’elle est
ajoutée juste apres la GVBD, avant 1’émission du premier globule polaire ; aucun effet n’est

observé quand la substance est appliquée sur des ovocytes arrétés en métaphase II (Rime et
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coll., 1989 ; Moses et coll,, 1995). Toutefois, la 6-DMAP semble accélérer ’entrée en
interphase d’ceufs fécondés de souris (Sz5116si et coll., 1993 ; Moses et Masui, 1994).

Inhibiteurs spécifiques des cdks.

En utilisant comme précurseur la 6-diméthylaminopurine (6-DMAP) et I’isopentényl

adénine (IPA), I’équipe du Dr L. Meijer a synthétisé de nouveaux inhibiteurs ayant une
spécificité accrue envers les cyclin-dependent kinases (Figure 15). Par exemple, I’olomoucine
inhibe cdk1(cdc2), cdk2, cdkS et dans une moindre mesure les MAPK (Vesely et coll., 1994 ;
Abraham et coll., 1995). In vitro, il a été determiné que I’olomoucine posséde une ICsy de 7
uM vis-a-vis de p34““¥“*!/cycline B. La roscovitine est un composé 15 4 16 fois plus
efficace pour inhiber ce méme complexe (ICso = 0,45 uM : Meijer et coll., 1997).
Dans des extraits d’ovocytes bloqués en métaphase II de Xénope, de faibles concentrations
d'olomoucine ou de roscovitine (10 uM) sont capables d'induire la formation de noyaux
interphasiques. Ces deux inhibiteurs de cdks sont aussi capables d'inhiber la synthése d'ADN
(Vesely et coll., 1994 ; Meijer et coll., 1997). En outre, ces deux substances se sont révélées
des inhibiteurs trés efficaces de la maturation des ovocytes de Xénope et de la
phosphorylation du facteur d’élongation EF1 induite par p34°*? (Vesely et coll., 1994 ;
Abraham et coll., 1995 ; Flament et coll., 1997).

Puisque des protéines-kinases semblent impliquées dans l’arrét en métaphase,
'utilisation d’inhibiteurs de kinases permet d’appréhender les mécanismes moléculaires
responsables de ce phénoméne. Cependant, les produits utilisés jusqu’a présent ne sont pas
spécifiques. La découverte d’inhibiteurs plus spécifiques de cdks proposent une nouvelle
alternative.

L'olomoucine et la roscovitine possédant une plus grande spécificité envers le MPF
que la 6-DMAP, nous avons étudi€ et comparé les effets de ces trois substances sur le

maintien du fuseau et des chromosomes dans les ovocytes de Xénope arrétés en métaphase I1.
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Figure 15. Structure de différents inhibiteurs de cdks.
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Résultats et Discussion.

Dans un premier temps nous avons étudié in vitro le pouvoir inhibiteur de la 6-DMAP,
de I’olomoucine et de la roscovitine sur le MPF (p34°*?/cycline B), purifié & partir d’ovocytes
bloqués en métaphase II de Xénope. Les ICso que nous avons déterminées (300, 40 et 10 uM
pour la 6-DMAP, I’olomoucine et la roscovitine) sont supérieures a celles qui ont été
rapportées précédemment. Ces différences peuvent s’expliquer par le fait que ces études ont
¢té réalisées a partir de MPF d’étoile de mer. On ne peut exclure la possibilité que d’autres
kinases soient copurifiées avec le MPF sur billes de p9“***!-sépharose, ot que ces billes
modifient 1’affinité de I’inhibiteur pour son substrat. Utilisés in vivo, les trois inhibiteurs sont
capables d’inhiber la maturation des ovocytes de Xénope induite par la progestérone, avec des
ICso de 200, 100 et 20 uM pour respectivement la 6-DMAP, 1’olomoucine et la roscovitine.

Cependant, tant au stade de la rupture de I’enveloppe nucléaire (GVBD) que lors du
blocage en métaphase II, I’application de fortes concentrations d’olomoucine ou de
roscovitine (10 x ICso maturation et 2,5 x ICsp maturation respectivement) ne provoque jamais
la disparition du fuseau ni la formation de structures de type nucléaire. Au niveau
moléculaire, ’application de ces deux inhibiteurs ne déclenche aucun changement de la
mobilité électrophorétique de p34°*? ou de Erk2 (MAPK). Malheureusement, le caractére
réversible de ces inhibiteurs n’a pas permis la réalisation de mesures de I’activité H1 kinase
ou de l’activité MBP kinase dans les ovocytes traités. En revanche, appliquée a une
concentration de 1 mM au stade de la GVBD ou 4 la métaphase II, la 6-diméthylaminopurine
induit la disparition du fuseau et des chromosomes. La disparition de ces structures semble
étre un phénoméne dose-dépendant. Une concentration supérieure de 6-DMAP (3 mM)
permet quant 3 elle la formation de structures de type nucléaire au stade de la rupture de
I’enveloppe nucléaire, et la formation d’un pronucleus lorqu’elle est appliquée sur des
ovocytes bloqués en métaphase II. Néanmoins, une concentration de 1 mM est suffisante pour
provoquer la déphosphorylation de Erk2 et la rephosphorylation de p34°%2, Cette

4°%2 st certainement due 2 1’inhibition de rétrocontrdle existant soit

rephosphorylation de p3
entre p34°*? et sa phosphatase activatrice Cdc25, soit entre p34°*? et sa kinase inhibitrice
Mytl.

Nous avons utilisé d’autres inhibiteurs spécifiques des cdks, de classes chimiques
différentes : ’indirubine 3°’Monoxime (Hoessel et coll., 1999) et I’alsterpaullone (Schultz et
coll,, 1999 ; Zaharevitz et coll., 1999). En application externe sur des ovocytes bloqués en

métaphase II, aucun n’a provoqué la disparition du fuseau ni la décondensation des
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chromosomes (observations personnelles). Deux hypothéses peuvent expliquer les différences
obtenues entre la 6-DMAP et les autres inhibiteurs. D’une part, la haute sélectivité de
I’olomoucine et de la roscovitine est peut-étre la raison de I’absence d’effet sur des ovocytes
bloqués en métaphase. La disparition des structures, observée avec la 6-DMAP, pourrait étre
due a une kinase insensible & 1’olomoucine et la roscovitine. D’autre part, la perméabilité
membranaire globale de I'ovocyte de Xénope évolue au cours de la maturation : la
perméabilité envers I’olomoucine et la roscovitine pourrait ainsi décroitre.

La microinjection de ces inhibiteurs chimiques dans les ovocytes matures a révélé que
’absence d’effet était due a une trop faible perméabilité de la membrane envers ces
composés. Les microinjections (100pM) d’olomoucine ou de roscovitine se sont avérées plus
efficaces que I’injection de 6-DMAP pour lever le blocage métaphasique. Malheureusement,
I’olomoucine et la roscovitine étant dilué dans le DMSO, les microinjections dans les
ovocytes en métaphase II restent délicates et les concentrations injectées ne peuvent pas étre
augmentées au dela d’une concentration finale de DMSO de 0,1 %. En outre, a une telle
concentration les MAPK sont susceptibles d’étre également inhibées. Les ICsy déterminées in
vitro sont les suivantes : ICso Erkl = 50 uM et ICso Erk 2 = 40 uM pour I’olomoucine et ICs
Erkl =34 uM et ICso Erk 2 = 14 uM pour la roscovitine (Vesely et coll., 1994 ; Abraham et
coll,, 1995).

Méme si ces inhibiteurs montrent une trés grande sélectivité in vitro, de nombreux effets
cellulaires peuvent affecter leur sélectivité in vivo. Des travaux récents ont montré qu’un
inhibiteur de cdk de la famille de I’olomoucine, la bohémine, est capable d’activer les
ovocytes matures de bovidés en application externe (Albeiro et coll., 2000). Mais dans le cas
du Xénope, il semble que les ovocytes matures deviennent imperméables a I’olomoucine et a
la roscovitine. En effet, lors de la reprise de la méiose, la membrane plasmique des ovocytes
subit de nombreuses modifications qui provoquent notamment la diminution de la
perméabilité membranaire (Maller et Krebs, 1980). La répartition des cibles dans les
différents compartiments cellulaires, la compétition avec les fortes concentrations
intracellulaires d’ATP ou la fixation sur des cibles enzymatiques non encore identifiées
peuvent également affecter les effets inhibiteurs de la roscovitine et de I’olomoucine sur les
cdks. En dépit de son manque de spécificité, la 6-DMAP apparait en comparaison de la
roscovitine et de l’olomoﬁcine comme un outil mieux adapté a ’étude de I’arrét en métaphase

II des ovocytes de Xénope.
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Summary

The effects of the new cyclin-dependent kinase inhibitors, roscovitine and olomoucine, on oocytes and
eggs of Xenopus laevis were investigated and compared with those of 6-dimethylamino purine (6-DMAP).
The inhibitory properties of 6-DMAP, olomoucine and roscovitine towards p34<?<2-cyclin B isolated from
Xenopus eggs revealed K-ICy, values of 300, 40 and 10 puM respectively. The three compounds inhibited
progesterone-induced maturation with M-IC;, values of 200, 100 and 20 nM. These values were consis-
tent with the K-ICs, values but the ratio M-ICs,/K-IC;, was higher for roscovitine and olomoucine.than
for 6-DMAP. The disappearance of spindle and condensed chromosomes without pronucleus formation
was observed when 1 mM 6-DMAP was applied for 4 h at germinal vesicle breakdown or at metaphase
I, whereas no effect was observed using 1 mM olomoucine or 50 pM roscovitine. Changes in the elec-
trophoretic mobility of p34°9? and erk2 were observed only in homogenates of matured oocytes or eggs
exposed for 4 h to 1 mM 6-DMAP. When the drugs were microinjected into matured oocytes, olomoucine
(100 pM) and roscovitine (50 uM) induced pronucleus formation more efficiently than did 6-DMAP (100
pM). Taken together, these results demonstrate that Xenopus oocytes possess a lower permeability to olo-
moucine and roscovitine and that these new compounds are suitable for in vivo studies after germinal
vesicle breakdown provided they are microinjected.

Keywords: cdk inhibitors, Maturation, MPF, Oocytes, Xenopus

Introduction

Full-grown Xenopus oocytes are arrested at prophase of
the first division of meiosis. They are released from this
block by progesterone stimulation which induces them
to mature. Maturation is allowed by the activation of a
cytoplasmic factor called maturation promoting factor
(MPF) (Masui & Markert, 1971). MPF is a complex
between a Ser/Thr kinase (p34°4<?) and cyclin B (King
et al., 1994). The activation of MPF is subjected to com-
plex regulation; for instance, a positive feedback loop
exists between cdc2 and its activating phosphatase
cdc25 (Hoffmann et al., 1993; Strausfeld et al., 1994).
Once activated, MPF phosphorylates several sub-

All correspondence to: Stéphane Flament, Centre de Biologie
Cellulaire, Laboratoire de Biologie du Développement,
UPRES EA 1033, Université de Lille 1, SN3, F-59655 Vil-
leneuve d’Ascq cedex, France. Tel: +33 03 20 33 61 16. Fax:
+33 03 20 43 40 38.

strates including its own cyclin B subunit (Borgne et al.,
1999) and induces morphological changes accompany-
ing maturation such as nuclear envelope breakdown,
chromosome condensation and spindle formation
(Kishimoto, 1994).

However, meiosis is arrested again at metaphase II
(Sagata, 1996). Metaphase arrest is due to the cytostatic
factor (CSF). Indeed, when egg cytoplasm is injected
into one blastomere of a 2-cell embryo, the injected cell
arrests at metaphase (Masui & Markert, 1971).
Although CSF has not been purified, c-mos (Sagata et
al., 1989) and MAP kinase (Haccard et al., 1993) are
thought to be involved in CSF activity. The involve-
ment of cyclin-dependent kinase (cdk) 2 has been
reported (Gabrielli et al., 1993), but this result has been
recently discussed (Furuno et al., 1997).

It appears that metaphase arrest depends on the
maintenance of MPF activity, which could be stabilised
by CSF. This idea is suggested by the fact that
MPF activity is maintained at a high level in
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metaphase-arrested oocytes while it decreases quickly
following fertilisation or treatments with Ca?" increas-
ing agents that mimic the fertilisation-associated cal-
cium rise (Dorée et al., 1983; Gerhart et al., 1984;
Hashimoto & Kishimoto, 1988). Cyclin degradation by
the ubiquitin pathway as well as p34°<2 dephosphory-
lation on Thr 161 both inactivate MPF at the
metaphase/anaphase transition (Murray et al., 1989;
Glotzer et al., 1991; Lorca et al., 1992). If Xenopus egg
extracts are depleted of their mRNA and then supple-
mented with mRNA encoding an undestructible form
of cyclin B, metaphasic spindles are formed that do not
disappear even if Ca?* is increased in the extract (Mur-
ray et al., 1989). Following fertilisation, both CSF and
MPF activities disappear but MPF is inactivated before
CSF and cyclin B is degraded before c-mos (Watanabe
et al., 1991; Sagata, 1996).

Many authors have used 6-dimethylamino purine
(6-DMAP) to address the question of MPF involvement
not only in M-phase entry but also in metaphase arrest
and in the maintenance of spindle and condensed
chromosomes. 6-DMAP inhibits phosphorylation
without affecting protein synthesis (Neant & Guerrier,
1988). This substance inhibits maturation in all animal
species that have been studied. When applied to
metaphase I-arrested oocytes of the mollusc Patella vul-
gata, 6-DMAP induced resting nuclei (Neant & Guer-
rier, 1988). In the amphibian Xenopus laevis, 6-DMAP
induced chromosome decondensation and formation
of nuclear-like structures when applied just after ger-
minal vesicle breakdown (GVBD), when oocytes are
still in the first division of meiosis (Jessus et al., 1991).
In this species, this drug was also able to activate
metaphase Il-arrested eggs (Zhang & Masui, 1992)
even if the underlying molecular mechanisms were
particular as shown by the degradation of p39™ but
not cyclin B (Bodart et al, 1999). Egg activation
by 6-DMAP was also reported in the newt Cynops
pyrrhogaster (Iwao & Masui, 1995). In mouse oocytes, 6-
DMAP induced chromosome decondensation and
nuclear envelope reformation when it was added just
after GVBD before the first polar body extrusion, but
no effect was observed when the substance was
applied to metaphase II-arrested eggs (Rime et al., 1989;
Moses et al., 1995). Nevertheless, 6-DMAP was shown
to accelerate the entry into interphase of fertilised
mouse eggs (5z6ll6zi et al., 1993; Moses & Masui, 1994).

Olomoucine, a more specific inhibitor of MPF, has
recently been discovered. This purine derivative is a
competitive inhibitor (ATP binding site) of MPF and
cyclin-dependent kinases (Vesely et al., 1994; Abraham
et al., 1995). Roscovitine is a new compound of this
family (Meijer et al., 1997). It is a very efficient inhibitor
of progesterone- or procaine-induced maturation of
Xenopus oocytes (Flament et al., 1997).

As several kinases are involved in metaphase II

arrest, the use of kinase inhibitors might be helpful for
understanding the underlying molecular events. Since
we observed that new drugs such as olomoucine and
roscovitine, which possess a higher specificity than 6-
DMAP towards cdks, failed to activate Xenopus eggs,
we investigated the effects of these three inhibitors on
Xenopus laevis oocytes at different stages of the matura-
tion process. Our results demonstrate that maturing
oocytes possess a lower permeability to olomoucine
and roscovitine than their immature counterparts,
which explains the differences of effects.

Materials and methods

Handling of oocytes and gametes

Adult Xenopus laevis females were purchased from
CRBM (CNRS, Montpellier, France). Inmature oocytes
were obtained from animals that were not primed
with any gonadotropins. After anaesthesia with 1 g/1
MS222 (Sandoz), ovarian lobes were surgically removed
and placed in ND96 medium (96 mM NaCl, 2 mM KCl,
1 mM MgCl, 1.8 mM CaCl,, 5 mM HEPES/NaOH, pH
7.5). Full-grown stage VI oocytes (Dumont, 1972) were
obtained by defolliculation using a 1 h incubation in
1mg/ml collagenase A (Boehringer Mannheim).
Oocytes were stored at 12 °C in ND9% medium. All
the experiments were then performed at 20 °C.

To obtain eggs, females were primed with 500 IU of
human chorionic gonadotropin (hCG). Mature
oviposited eggs were dejellied in 2% cysteine in F1
medium (31.2 mM NaCl, 1.8 mM KCl, 1 mM CaCl,,
0.1 mM MgCl,, 1.9 mM NaOH and 2 mM NaHCO;;
buffered at pH 7.4 with 10 mM HEPES) during 15 min
under agitation (Grandin & Charbonneau, 1991). They
were washed three times in F1 medium and used
within a day of laying.

Protein kinase assay

In this part of the study, the three inhibitors were pre-
pared at 10 mM in dimethyl sulphoxide (DMSO) and
used in concentrations ranging from 0 to 500 pM.

The kinase activity of p34<d2-cyclin B (MPF) was
measured after its purification on p9-*Shsl.Sepharose
beads as previously described (Azzi et al., 1994;
Flament et al., 1997). Briefly, 10 Xenopus eggs were
homogenised in 100 ul of homogenisation buffer and
centrifuged at 13000 rpm for 15 min at 4 °C to eliminate
yolk platelets. The supernatant was incubated with 10
nl of packed-p9¥hsl-Sepharose beads for 30 min at
4 °C. After three washes with 1 ml of bead buffer, 10 ul
of packed beads were incubated for 10 min at 30 °C
with 1 mg/ml histone H1 and 15 uM [¥*?P]ATP (4500
mCi/mmol; 10 puCi/ul), in a final volume of 30 ul.
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Assays were terminated by transferring the tubes into
ice. After a brief centrifugation 15 pl of supernatant
was spotted on 2.5 x 3 cm pieces of Whatman P81 phos-
phocellulose paper. Filters were washed 5 times in 1%
phosphoric acid, dried and transferred to plastic scin-
tillation vials with 1 ml scintillation fluid (Aquasafe
300 plus, Zinsser analytic). [**P]phosphate incorpora-
tion was measured in a LKB counter. The kinase activ-
ities were measured in triplicate and the results in cpm
were expressed as percentages of the control (without
inhibitor). K-IC;, values were given for the kinase
inhibition.

Treatment of oocytes and eggs

Olomoucine was diluted in test solutions from a 1 M
stock solution in DMSO. Roscovitine was also pre-
pared in DMSO at 50 mM. The final concentration of
the inhibitor was always chosen so as not to exceed
0.1% DMSO. Consequently, roscovitine concentration
was limited to 50 M and olomoucine to 1 mM. 6-
DMAP (Sigma) was prepared in ND96 or in F1
medium at 0.1 M. DMSO 0.1% was added to each batch
of oocytes treated with 6-DMAP. Control oocytes and
eggs incubated without inhibitors were always treated
with 0.1% DMSO.

Several concentrations of each inhibitor were applied
for 1 h to batches of 20 prophase I-arrested oocytes, and
then progesterone (Sigma) was added to the medium
(10 pM). The inhibitory effect on oocyte maturation was
analysed by examination after dissection of boiled
oocytes (100 °C, 3 min). M-IC5, values were given for the
maturation inhibition. Experiments were also per-
formed at GVBD. After a 5 hincubation in progesterone-
containing medium, oocytes showing a white spot were
estimated to be at the GVBD stage and were separated
in different batches of 20 oocytes. The inhibitors were
added at this time for 4 h. At the end of the experiment,
oocytes were analysed at both cytological and biochem-
ical levels as described hereafter.

The inhibitors were also used on metaphase II-
arrested oocytes. After an overnight incubation in
progesterone-containing medium (10 uM), in vitro
matured oocytes were washed three times in ND96
and then incubated for 4 h in ND96 with or without 6~
DMAP, olomoucine or roscovitine, each batch contain-
ing 20 oocytes. They were then fixed and subjected to
cytological analysis or homogenised for western blot
studies.

The three inhibitors were used identically on eggs
but the experiments were performed in F1 medium.

Microinjection

In this part of the study, 6-DMAP and olomoucine
were prepared at 100 mM in DMSO whereas the con-

centration of roscovitine was 50 mM. The final concen-
tration of DMSO in the cell was 0.1% and DMSO alone
was used as a control.

After an overnight incubation in progesterone-con-
taining medium, matured oocytes were washed five
times in calcium-limited medium (CaLM: 120 mM
NaCl, 7.5 mM KCl, 22.5 mM Hepes, 400 utM EDTA, 500
pM MgSO,, 150 pM CaCl,, pH 7) in order to prevent
activation due to pricking (Zhang & Masui, 1992). The
injections were performed in CaLM (50 nl/oocyte; 10
oocytes per batch) by the use of a positive displace-
ment digital micropipette (Nichiryo). After 15 min,
the oocytes were incubated for 45 min in ND96
medium.

Cytological analysis

Ten oocytes or eggs in each batch were fixed overnight
in Smith’s fixative, dehydrated and embedded in
paraffin. Sections (7 pm thick) were stained with
nuclear red to detect nuclei and chromosomes, and
with picroindigo carmine which reveals cytoplasmic
structures. This method is fine enough to detect spin-
dles and condensed chromosomes, even if they are not
located near the plasma membrane (Flament et al.,
1996).

Electrophoresis and western blotting

Oocytes (10 per batch) were homogenised in 100 pl of
Laemmli sample buffer. After heating (100 °C, 5 min),
these samples were loaded on special 15% polyacryl-
amide gels (29.82% acrylamide/0.18% bis-acrylamide)
and subjected to SDS-PAGE. Such gels allowed good
discrimination between active and inactive MAP
kinase (Chesnel ef al., 1997). Separated proteins were
transferred onto nitrocellulose sheets (Schieicher &
Schuell) using a semi-dry apparatus. Nitrocellulose
sheets were incubated for 1 h in 10% lowfat milk in
TNT (Tris 15 mM, NaCl 150 mM, Tween 0.05%, pH 8).
The sheets were then washed with TNT and incubated
for 2 h with a mixture of anti-p34°*> monoclonal anti-
body Al7 (Goodger et al., 1996) and anti-Erk2 mono-
clonal antibody (Euromedex) (used respectively at
1/1000 and 1/2500 in TNT). After three washes in
TNT, horseradish peroxidase-coupled rabbit anti-
mouse IgG antiserum was added for 1 h (1/4000 in
TNT). Horseradish peroxidase was detected with ECL
(Amersham) after three washes in TNT and TBS (Tris
10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5).

Statistical analysis

Our experiments were always performed in triplicate.
The results are expressed as the mean + SD. The signif-
icance of the difference between means of groups
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was tested according to Student’s t-test. Observed
counts were compared using chi-square analysis of
contingency tables or Fisher’s exact text.

Results

H1 kinase activity

First, we measured the K-IC,, values of the different
drugs on the activity of p34°<?-cyclin B (MPF) isolated
from Xenopus eggs. These values were 10 uM, 40 uM
and 300 pM for roscovitine, olomoucine and 6-DMAP
respectively (Fig. 1).

Prophase I-arrested oocytes

Then, we determined whether the three drugs inhib-
ited oocyte maturation as could be expected from the
K-IC;, values. Control oocytes incubated in ND96
alone did not show spontaneous maturation; oocytes
exposed overnight to 10 uM progesterone without
inhibitor always underwent GVBD (not shown). The
three drugs inhibited oocyte maturation with different
efficiencies: for roscovitine, olomoucine and 6-DMAP,
M-ICs, values were 20 pM, 100 pM and 200 uM respec-
tively (Fig. 2).

Oocytes at GVBD

The effects of the drugs were also analysed at GVBD
(Fig. 3). Four hours after progesterone addition, oocytes
showing a white spot at the animal pole were consid-
ered at the GVBD stage. GVBD was confirmed on the
histological sections since the germinal vesicle had dis-
appeared and condensed chromosomes and micro-
tubules could be observed in the cytoplasm (Fig. 3A).

H1 Kinase (%) —o— 6-DMAP
—— Olomoucine
1204 —s— Roscovitine

100+
801

201
0

0 001 0.1 1 10 100 1000 uM

Figure 1 Inhibition of H1 kinase by 6-DMAP, olomoucine or
roscovitine. The activity of p34°¢<-cyclin B (MPF) isolated
from Xenopus eggs was measured in the presence of increas-
ing amounts of each inhibitor. The concentrations of
6-DMAP, olomoucine and roscovitine that inhibited 50%
of the activity of the kinase (K-IC;,) were 300, 40 and 10 uM
respectively.

GVBD (%) —e— 6-DMAP
——  Olomoucine

1204 ——=&—  Roscovitine

100+ o
801

0 U T T r T . )
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Figure 2 Inhibition of progesterone-induced maturation by
6-DMAP, olomoucine or roscovitine. In ND96 medium, the
three drugs inhibited oocyte maturation as previously
reported for other media: roscovitine was much more effi-
cient than olomoucine, which in turn was more efficient than
6-DMAP. Data are the means of experiments performed in
triplicate. The concentrations of 6-DMAP, olomoucine and
roscovitine that inhibited the maturation of 50% of the
oocytes (M-IC;,) were 200, 100 and 20 pM respectively.
GVBD, germinal vesicle breakdown.

Four hours after their incubation in ND96 containing
1 mM 6-DMAP, we failed to detect spindle or con-
densed chromosomes in the white spot area (Fig. 3B).
No nuclear structure was found in these oocytes.
Oocytes exposed for the same time to 1 mM olomoucine
showed condensed chromosomes and microtubules
but the spindle was not organised (Fig. 3C). In cocytes
exposed to 50 uM roscovitine, we observed after 4 h a
metaphasic spindle anchored in the plasma membrane
(Fig. 3D).

Metaphase II-arrested oocytes

We failed to observe a cortical reaction or vitelline
membrane elevation in oocytes exposed to 1 mM 6-
DMAP. Examination of whole oocytes revealed only a
few changes in pigment location in the animal hemi-
sphere. However, when cytological sections of these
oocytes were examined, the first polar body was easily
found in the maturation spot area but spindle and
chromosomes had disappeared in 89.2 + 1.44% of them
(Figs. 44, 5A). Surprisingly, a pronucleus was present
in only 6.7 + 5.8% of these oocytes. This result was sig-
nificantly different from those of control oocytes which
were exposed for the same time to 0.1% DMSO (p =
0.0004). The disappearance of the spindle was dose-
dependent: the increase in the percentage of oocytes
lacking a normal spindle was in agreement with the
increase in the 6-DMAP concentration (Fig. 44). Also,
from 0.25 to 0.5 mM 6-DMAP, although spindle and
chromosomes were present, most were abnormal or
ectopic (Fig. 4A). When matured oocytes were exposed
for 4 h to 2 mM 6-DMAP, a pronucleus was observed
in 88.9% of them (Fig. 5D).

When metaphase II-arrested oocytes were exposed
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Figure 3 Sections of oocytes exposed to 6-DMAP, olomoucine or roscovitine at germinal vesicle breakdown (GVBD) stage
(x1400). (A) Oocyte at GVBD stage. Five hours after progesterone addition, oocytes with a white spot showed condensed
chromosomes and microtubules (arrow) but the spindle was not organised. (B) Oocyte treated at GVBD time by 1 mM 6-DMAP
for 4 h. In the white spot area, we observed neither spindle and condensed chromosomes nor nuclear structures. (C) Oocyte
exposed for the same time to 1 mM olomoucine. Condensed chromosomes and microtubules were still present (arrow) but the
spindle was not organised. (D) Oocyte exposed for the same time to 50 pM roscovitine. A metaphasic spindle anchored in the
plasma membrane was present (arrow).
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TELSSISSIITS.

I TRISS IS S

Pronucleus

@ No spindle and
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Figure 4 Effects of various concentrations of 6-DMAP, olomoucine or roscovitine on metaphase II-arrested oocytes. (4) When
matured oocytes were exposed for 4 h to graded concentrations of 6-DMAP between 0.01 and 1 mM, we observed firstly spin-
dle disturbances (at 0.5 mM) and then spindle and chromosomes disappearance (at 1 mM). Only a few pronuclei could be
observed at this concentration. (B) Incubation of matured oocytes in 1 mM olomoucine or 50 uM roscovitine did not signifi-
cantly affect metaphase arrest (compare with control oocytes which were exposed only to DMSO for the same time).

for 4 h to 1 mM olomoucine, no changes were observed
either outside or inside the oocyte (Fig. 4B). Indeed, the
percentage of normal spindles and chromosomes that
were found on the cytological sections was not signifi-
cantly different from control oocytes; the spindle was
anchored in the plasma membrane near the first polar

body (Fig. 5B). The use of 50 uM roscovitine was also

without effect (Figs. 4B, 5C).

We have performed similar experiments on eggs
rather than in vitro matured oocytes. We observed that
these eggs were more unstable than their in vitro
matured counterparts. This could not be expected from
the observation of the eggs, which just showed slight

pigmentation changes. However, on sections of control
eggs that had been incubated in F1 medium alone
without any inhibitor, we detected changes in spindle
localisation. These changes did not occur during
the first 30 min, but as early as 1 h after the beginning
of the experiment spindles were parallel to the plasma
membrane and were often sectioned transversely.
Thus we did not analyse the normal or abnormal state
of spindle and chromosomes but just recorded
whether they were present or notand, in the latter case,
whether a pronucleus had been formed.

Eggs incubated for 4 h in F1 medium containing 1
mM 6-DMAP did not show any sign of activation:
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Figure 5 Sections of metaphase Il-arrested oocytes treated with 6-DMAP, olomoucine or roscovitine (x700). (A) Oocyte
exposed for 4 h to 1 mM of 6-DMAP: in the area of the first polar body (arrow) there is neither spindle and chromosomes nor
pronucleus. (B) Oocyte incubated for 4 h in ND96 medium containing 1 mM of olomoucine: spindle and chromosomes are still
present (arrowheads) and are correctly located near the polar body (arrow). (C) Oocyte exposed for the same time to 50 pM
roscovitine: the appearance is similar to control matured oocytes except that the polar body has been lost (note the absence of
the vitelline membrane too). (D) Oocyte treated for 4 h with 2 mM 6-DMAP: spindle and chromosomes have disappeared
whereas a pronucleus (arrowhead) is present near the animal pole.
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they showed neither a cortical reaction nor vitelline
membrane formation. Nevertheless, spindle and chro-
mosomes were absent from their cytological sections.
These structures were still detected in control eggs
after the same period of time as well as in those
exposed to 1 mM olomoucine or 50 pM roscovitine (not
shown).

The immunodetection profile of p34¢2 and Erk2
was also analysed since they have been reported to be
involved in metaphase II arrest. Both enzymes are
inactivated at egg activation. The inactivation of MAP
kinase can easily be detected on western blots since a
downshift occurs after the dephosphorylation of the
protein. Upon inactivation, p34°4 is detected as two
bands whereas only one band is present in metaphase
[I-arrested oocytes. In vitro matured oocytes were incu-
bated for 4 h in the presence of 6-DMAP (1 mM), olo-
moucine (1 mM) or roscovitine (50 pM), homogenised
and subjected to electrophoresis and western blotting.
p34°4? and MAP kinase showed an inactive profile
only in the case of oocytes that had been exposed to
6-DMAP (Fig. 6, lane 2). This profile was similar to
those observed in prophase I-arrested oocytes (lane 5)
or in A23187-activated oocytes (lane 1). Olomoucine or
roscovitine, did not induce any modification of the elec-
trophoretic mobility of these kinases (lanes 3 and 4).

Microinjection experiments

The inhibitors were also injected into metaphase
[I-arrested oocytes. In this case we observed that

<Erk2

=Cdc2

i 2 3 4 5 6

Figure 6 Immunostaining with anti-Erk2 and anti-p344<
antibodies following incubation experiments. Xenopus
oocytes were induced to mature by overnight incubation in
progesterone-containing medium and then incubated for 1 h
in 1 uM A23187 (lane 1); or for 4 h in either 1 mM 6-DMAP
(lane 2), 1 mM olomoucine (lane 3), 50 M roscovitine (lane
4) or ND 96 medium alone (lane 6). Lane 5, prophase I-
arrested oocytes. In the case of 6-DMAP treatment, the
immunodetection profile of cdc2 and Erk2 is typical of
metaphase Il-arrested oocytes activated with calcium
ionophore, which is similar to that of immature oocytes,
while treatment with either olomoucine or roscovitine does
not affect these enzymes.

olomoucine and roscovitine were more efficient than 6-
DMAP at releasing metaphase II-arrested oocytes from
their block (Fig. 7). Indeed, a pronucleus was found in
20% of the oocytes injected with 6-DMAP (100 uM
final), in 41.6% of the oocytes injected with olomoucine
(100 pM final) and in 45.5% of the oocytes injected with
roscovitine (50 puM final). The percentage of oocytes
showing a pronucleus following 6-DMAP injection
was significantly different from those obtained with
olomoucine (p = 0.0391) or roscovitine (p = 0.0284). In
addition, we observed that the percentage of ectopic
spindles was higher in ococytes incubated in roscovitine
(27.3%) than in those incubated in olomoucine (20.8%)
or 6-DMAP (15%).

Discussion

This study was performed to compare the effect of 6-
DMAP, a non-specific inhibitor of various kinases,
with that of olomoucine (Vesely et al, 1994) and
roscovitine (Meijer et al., 1997), two potent inhibitors of
MPF that have been shown to inhibit a smaller number
of kinases with a higher specificity.

In vitro kinase assays and progesterone-induced
maturation

In our hands, the three drugs inhibited p34<¢<2-cyclin B
(MPF) isolated from Xenopus eggs as could be
expected, the efficiency of roscovitine being higher
than that of olomoucine which in turn was higher than
that of 6-DMAP. However, the measured K-ICy, values
were higher than those reported previously: 10 versus
0.65 uM for roscovitine and 40 versus 7 uM for olo-
moucine (Vesely et al., 1994; Meijer et al., 1997). Such a
difference might be explained by the fact that previous
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80 - & Ectopic spindle
0O Normal spindle
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40 4

204
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6-DMAP Olomoucine  Roscovitine

Figure 7 Microinjection of 6-DMAP, olomoucine or roscovi-
tine into metaphase Il-arrested oocytes. Olomoucine
(100 uM) or roscovitine (50 puM) injected for 1 h into
metaphase II-arrested oocytes induced the appearance of
pronuclei and ectopic spindles in a higher percentage
of oocytes than did 6-DMAP microinjection (100 nM). These
percentages were calculated from the pooled number of
three different experiments.
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measurements were obtained from starfish MPF. In
addition to MPF, other kinases might purify on
pIKstsl beads in Xenopus and might artificially
increase the concentration of inhibitor required to
inhibit p34°<2, Another explanation might be that in
our study, MPF was not eluted from p9“*°hs! beads.
The accessibility of the ATP-binding site of p34°d<
might be lower when the kinase is adsorbed on the
beads.

We also verified that in our experimental conditions
the three drugs inhibited progesterone-induced oocyte
maturation. This was necessary because these
inhibitors had been studied together in vitro to assess
their effect on many different kinases (Vesely et al.,
1994; Meijer et al., 1997) but studies on maturation inhi-
bition itself did not include the three compounds, at
least in the case of Xenopus oocytes. Our results con-
firmed that roscovitine (M-IC;, 20 nM) was a better
inhibitor of maturation than olomoucine (M-IC;,; 100
pM), and that olomoucine was in turn a better inhibitor
than 6-DMAP (M-1Cs, 200 uM). Interestingly, the value
we obtained for olomoucine was identical to that
reported previously (Abraham et al., 1995) and that
obtained for roscovitine was very similar to a previous
one (20 versus 25 uM) (Meijer et al., 1997). Thus, the
inhibitors seem to inhibit oocyte maturation as
expected from the K-ICs, values. The M-IC;, obtained
for 6-DMAP (200 uM) was in the range of values
reported by other authors: a concentration of 100 uM
was required to inhibit 50% of oocyte maturation
induced by progesterone whereas 350 uM were
required to inhibit 50% of oocyte maturation induced
by matured microinjection (Jessus et al., 1991). We
noticed that the ratio M-IC;,/K-IC;, was different for
the three inhibitors: 2 for roscovitine, 2.5 for olo-
moucine and 0.66 for 6-DMAP. It was surprising that
the concentration of 6-DMAP required to inhibit 50%
of oocyte maturation was lower than that required to
inhibit 50% of the MPF activity, whereas just the oppo-
site was observed for olomoucine and roscovitine.

Cytological study of oocytes treated at GVBD and at
metaphase II

When 6-DMAP 1 mM, i.e. 3.3 K-IC;,, was applied for 4
h to oocytes at the GVBD stage, neither condensed
chromosomes, spindle or nuclear structures were pres-
ent on the histological sections. Olomoucine at 1 mM,
i.e. 25 K-ICs, seemed to slow down the maturation
process whereas roscovitine at 50 pM, i.e. 5 K-IC;, did
not affect the sequence of events leading to the
matured stage since a metaphasic spindle anchored in
the plasma membrane was found as though the
oocytes had not been exposed to any drug. The use of
higher doses of 6-DMAP (3 mM) on maturing oocytes
induced the appearance of ‘nuclear like structures’

(our unpublished results; Jessus et al., 1991). Unfortu-
nately, no data are available in the literature for roscov-
itine and olomoucine.

When metaphase II-arrested oocytes or eggs were
exposed for 4 h to 6-DMAP, olomoucine or roscovitine
at a concentration that is able to inhibit oocyte matura-
tion, we failed to detect either cortical reaction,
vitelline membrane elevation, or spindle disappear-
ance and pronucleus formation. This result was not
very surprising for 6-DMAP since only high doses of
this drug are able to induce the cortical reaction (Zhang
& Masui, 1992). This event occurs in 30 min in the pres-
ence of 12 mM 6-DMAP while 6 h are needed in the
presence of 1 mM 6-DMAP (Zhang & Masui, 1992).
High doses of 6-DMAP (5 mM) are also required to
activate newt eggs (Iwao & Masui, 1995).

Nevertheless, despite the absence of external
changes following the incubation in 6-DMAP contain-
ing medium, cytological analysis revealed modifica-
tions of spindles and chromosomes. Indeed, between
0.25 and 0.5 mM, the percentage of abnormal or ectopic
spindles increased. At 1 mM 6-DMAP, i.e. 3.3 K-ICs, in
most cases we detected neither spindle and chromo-
somes, even ectopic, nor pronucleus. Such a result has
not been reported by Zhang & Masui (1992), who
analysed the effect of various concentrations of
6-DMAP (including 1 mM) on the latency of cortical
reaction, but whose cytological analysis was only
performed on eggs treated with 12 mM 6-DMAP.

We propose that 1 mM 6-DMAP could be sufficient
to induce microtubule depolymerisation and chromo-
some decondensation whereas it could not be suffi-
cient to induce nuclear envelope assembly. Consistent
with this proposal, at 2 mM 6-DMAP, a pronucleus
occurred in oocytes from the same animal. We do not
know the state of the chromatin in oocytes incubated in
1 mM 6-DMAP for 4 h, but we observed that if 12 mM
6-DMAP was added to ND96 at this time, a pronucleus
occurred in most of the oocytes after 30 min. This
suggested that even if no spindle and chromosomes
were observed in these oocytes, they were still alive
and able to build a nuclear structure. Thus, the concen-
tration of inhibitor needed to completely release
metaphase Il-arrested oocytes from their block is
higher than that necessary to inhibit oocyte matura-
tion. The requirement for high doses of inhibitor at the
end of oocyte maturation is probably related to the
presence of a high level of kinase activity. Indeed, it is
well known that oocyte maturation is associated with
an autoamplification of MPF activity and with a burst
in phosphorylation (Maller et al., 1977).

The result obtained with 1 mM 6-DMAP was signif-
icant enough to be compared with olomoucine and to
a lesser extent with roscovitine. When olomoucine was
used for the same time at 1 mM, i.e. 25 K-IC5;, we could
not detect any modification of metaphase II-arrested
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oocytes either outside or inside the oocyte as revealed
by the cytological analysis. Indeed, spindle and
chromosomes were still correctly located at this stage:
they were anchored in the plasma membrane of the
animal pole. A lack of effect on metaphase II-arrested
oocytes was also observed with 50 uM roscovitine, i.e.
5 K-ICs,, which inhibited 95% of oocyte maturation.

It was very surprising that not only at GVBD but
also at metaphase II, roscovitine and olomoucine,
which are better than 6-DMAP at inhibiting p34¢d
(10 and 40 puM vs 300 pM for K-IC5;) and which we
used at higher doses with regard to their K-ICs, (5 and
25 K-IC; vs 3.3 K-IC5), were not able to induce the dis-
appearance of spindle and condensed chromosomes.

Biochemical changes

We attempted to measure H1 kinase activity (for
p34<4<?) and MBP kinase activity (for Erk2) in matured
oocytes that had been exposed for 4 h to olomoucine or
roscovitine. Unfortunately, the activity of these kinases
was not significantly different from those measured in
control oocytes (not shown). This result might be
expected since these molecules are reversible inhibitors
which are diluted during the homogenisation of the
oocytes and during kinase activity measurement.

Consequently, the active or inactive state of these
kinases was analysed by western blotting because
homogenisation could be performed directly in the
Laemmli sample buffer and, in these conditions, no
dilution of the inhibitor could occur. This study
showed changes in the electrophoretic mobility of
p34°9<? and Erk2 only in the case of oocytes exposed to
6-DMAP. Such changes were reported previously fol-
lowing application of 6-DMAP just after GVBD (Jessus
et al., 1991). These modifications correspond to the
tyrosine-14 rephosphorylation of p34°<? on one hand
and to the dephosphorylation of Erk2 on the other
hand (Jessus et al., 1991). The rephosphorylation of
p34°42 might be due to the existence of a feedback loop
between p349<? and its upregulating enzymes cdc25 or
weel. These changes were in agreement with an inacti-
vation of both enzymes and were correlated with the
results of the cytological study.

Two hypotheses might explain these differences
between 6-DMAP and the two other inhibitors. First,
the higher selectivity of roscovitine and olomoucine
towards cdks might be the reason for the absence of
effect. The disappearance of spindle and condensed
chromosomes observed with 6-DMAP could be due to
the inhibition of a kinase which could be insensitive
to olomoucine or roscovitine. Second, the lower per-
meability of the oocyte to roscovitine and olomoucine
might be the reason for the lack of effect. A lower per-
meability could explain why the ratio M-IC5,/K-ICs,
was higher for olomoucine and roscovitine than for

6-DMAP. The differences in permeability of the oocyte
towards the three drugs might be increased during the
process of maturation. Indeed, it is well known that
permeability changes occur during oocyte maturation.
These changes affect not only ionic species but also
macromolecular precursors (Maller & Krebs, 1980).

Microinjections

To discriminate between these two hypothesis, we per-
formed microinjection experiments in metaphase
I-arrested oocytes. Following injection into the
oocytes, olomoucine and roscovitine were more effi-
cient than 6-DMAP at releasing oocytes from their
block, which was consistent with our hypothesis. We
observed that the percentage of oocytes showing a
pronucleus was not very high, whichever inhibitor
was microinjected. This observation might be
explained by the concentrations used being too low;
we could not increase them due to DMSO toxicity.
However, at least for 6-DMAP, our results were con-
sistent with those obtained by Zhang & Masui (1992):
they reported 1% of activated eggs following microin-
jection of 20 uM and 64% following 200 pM (final con-
centration in the cell). These results are also in agree-
ment with the fact that olomoucine and roscovitine are
able to induce resting nuclei when they are added to
mitotic Xenopus egg extracts (Vesely et al., 1994; Meijer
et al., 1997).

In conclusion, our study demonstrates that the for-
mation of a pronucleus in metaphase Il-arrested Xeno-
pus oocytes may be obtained with olomoucine and
roscovitine, two new cdk inhibitors that are more
specifically directed against p34%<?, provided they are
injected into the oocyte.
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Introduction au travail.
Levée du blocage métaphasique par inhibition des protéines kinases.

La 6-DMAP a été utilisée dans de nombreux modéles animaux pour étudier la
maturation et le maintien de ’arrét en métaphase. Cet inhibiteur de kinases, qui n’empéche
pas la synthése protéique, inhibe la maturation dans toutes les espéces ou il a été employé.
Nous avons constaté que des inhibiteurs plus spécifiques des cdks, comme 1’olomoucine et la
roscovitine, n’affectent pas les ovocytes de Xénope arrétés en métaphase II (Publication 1). Il
était donc intéressant d’approfondir la connaissance du mécanisme d’action de la 6-DMAP
qui s’est avérée I’inhibiteur le plus 4 méme de lever le blocage métaphasique.

Le blocage en métaphase I des ovocytes de Patella vulgata ou de Mytilus edulis est sensible a
P’action de la 6-DMAP. Celle-ci induit la décondensation des chromosomes et la formation de
structures de type nucléaire dans le cytoplasme (Néant et Guerrier, 1988a ; Néant et coll,,
1994). L’arrét en métaphase de ces espéces est aussi sensible a I’inhibition de la synthése
protéique.

De méme, I'arrét en métaphase II des ovocytes de souris est dépendant d’une synthése
protéique continue : une bréve inhibition de la synthése protéique suffit a leve‘l" le blocage
métaphasique (Siracusa et coll., 1978 ; Clarke et Masui, 1983, 1985 ; Clarke et coll., 1988 ;
Verlhac et coll., 1993). Les ovocytes de souris sont sensibles a I’action de la 6-DMAP durant
une période qui s’étend de la prométaphése I a la télophase I (de la GVBD jusque I’émission
du premier globule polaire). A ce stade, l’application de 6-DMAP provoque Ila
décondensation des chromosomes et la formation d’une enveloppe nucléaire (Rime et coll.,
1989 ; Fulka et coll., 1997). Par contre, sur les ovocytes bloqués en métaphase II, aucun effet
n’a pu étre observé : les chromosomes restent condensés (Rime et coll., 1989 ; Moses et
Masui, 1994 ; Fulka et coll., 1997). De méme, les ovocytes de bovidés bloqués en métaphase
sont insensibles a 1’action de la 6-DMAP (Susko-Parrish et coll., 1994).

Dans les ovocytes d’amphibien bloqués en métaphase II, Pactivité cytostatique est
indépendante de la synthése protéique (Murray et coll.,, 1989). La 6-DMAP est capable de
provoquer l’activation des ovocytes de Xénope (Zhang et Masui, 1992). Il en est de méme
chez le triton Cynops pyrrhogaster (Iwao et Masui, 1995). Cependant, la levée du blocage
métaphasique des ovocytes d’amphibien induite par la 6-DMAP n’a jamais été caractérisée au
niveau moléculaire. Nous avons donc comparé les effets de cet inhibiteur de kinases avec

ceux de I’ionophore calcique, qui imite 1’augmentation de la concentration intracellulaire de
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calcium qui se produit lors de la fécondation. Nous avons réalisé parallélement une étude
cytologique et une étude biochimique d’ovocytes traités par une forte dose de 6-DMAP. Des
dosages enzymatiques de I’activité du MPF et de MAPK ont été effectuées ainsi qu’une

analyse par immuno-empreintes de p34°®?, des cyclines B1 et B2, de MAPK et de c-mos.

Résultats et Discussion

Appliqué sur des ovocytes de Xénope bloqués en métaphase I, I’ionophore calcique
ou la 6-DMAP induit la formation d’un pronucleus. Méme si le pronucleus se forme dans un
délai de 30 minutes dans les deux cas, des différences majeures ont pu étre observées entre
ces deux traitements. Dans les ovocytes traités par I’ionophore calcique, le pronucleus migre
vers le centre de I’ovocyte, accompagné par une trainée de pigments. Aprés deux heures, le
pronucleus disparait mais des chromosomes condensés sont observables dans le cytoplasme.
Par contre, le pronucleus induit par la 6-DMAP ne migre pas et reste dans la zone corticale ol
sa taille augmente. La disparition du pronucleus et la condensation des chromosomes ne sont
jamais observées en présence de 6-DMAP, méme aprés 2 heures de traitement. Cependant, si
des ovocytes traités pendant 45 minutes par la 6-DMAP sont rincés plusieurs fois avec
précaution, le pronucleus disparait et on peut observer la recondensation des chromosomes
(tableau 1).

La levée du blocage métaphasique induite par I’ionophore calcique se caractérise aussi
par deux autres événements morphologiques : la migration des pigments vers le pole animal
(contraction corticale) et I’exocytose des granules corticaux. Dans nos conditions, nous
n’avons jamais observé la contraction corticale lors de 1’application de la 6-DMAP. Celle-ci
semble en outre inhiber la contraction corticale induite par 1’ionophore calcique (tableau 2).
De méme, I’exocytose des granules corticaux qui suit 1’augmentation de calcium
intracellulaire ne se produit pas dans les ovocytes traités par la 6-DMAP. L’absence
d’exocytose des granules corticaux est peut-étre due a un effet inhibiteur de la 6-DMAP sur la
Protéine Kinase C (PKC), dont I’activation est suffisante pour déclencher ce phénoméne. On
peut néanmoins observer une diminution du nombre des granules corticaux au cours du
temps. Cette diminution semble indépendante des mécanismes d’exocytose et serait due a des
remaniements de la membrane plasmique, qui prend un aspect festonné (figure 16). La 6-

DMAP pourrait en effet affecter les composants du cytosquelette (Simili et coll., 1997).
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Traitement Pronucleus Absence de structure | Chromosomes | Nombre
(%) (%) et microtubules | d’ovocytes
(%) traités
6-DMAP 12 mM 100 0 0 10
45 minutes
6-DMAP 12 mM 45 79 21 0 19
minutes + 50 minutes
ringages ND96
6-DMAP 12 mM 45 21 21 58 14
minutes + 75 minutes
ringages ND96

Tableau 1. Disparition du pronucleus induit par la 6-DMAP aprés rin¢ages.

Les ovocytes arré€tés en métaphase II sont incubés dans un milieu physiologique, le ND96,
contenant 12mM de 6-DMAP. Aprés 45 minutes d’incubation, les ovocytes sont rincés
plusieurs fois avec précaution dans un milieu ND96 seul. Les ovocytes traités sont ensuite
fixés pour une analyse cytologique (voir matériel et méthodes de la Publication 1). Les
résultats préliminaires présentés dans ce tableau ont été obtenus sur une seule femelle.

traitement Nombre d’ovocytes montrant N total
une réaction corticale (%)
Ovocytes témoins bloqués en 0 20
métaphase II
Ionophore calcique 10 uM 100 210)
6-DMAP 12 mM puis ‘ 0 340"
ionophore calcique 10 pM
6-AP 12 mM puis ionophore 100 10
calcique 10 uM
PMA 20 uM 93,9 33
6-DMAP 12 mM puis 3 32
PMA 20 uyM

Tableau 2. Inhibition de la réaction corticale par la 6-DMAP.

Appliqués sur des ovocytes bloqués en métaphase II, I’ ionophore calcique et le PMA (Phorbol
12-Myristate 13-Acétate, activateur de la PKC) sont capables d’induire une réaction corticale
qui est observable sous loupe binoculaire. Dans les deux cas, une préincubation de 30 minutes
dans la 6-DMAP inhibe la réaction corticale : aucun changement de pigmentation n’est
observé. Un analogue inactif de la 6-DMAP, la 6-aminopurine (6-AP) n’empéche pas
Pactivation induite par 1'ionophore calcique. Les résultats suivis de (*) représentent les
résultats d’expériences réalisées sur deux femelles différentes, les autres résultats ont été
obtenus sur une seule femelle.
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Figure 16. Effets de la 6-DMAP sur ’exocytose des granules corticaux.

A. Coupe d’un ovocyte bloqué en métaphase II de Xénope (x 20000) : les granules corticaux
sont présents sous la membrane plasmique. B. Coupe d’ovocyte bloqué en métaphase 11 apres
2 heures de traitement 6-DMAP 12 mM : les granules corticaux (GC) sont toujours présents
mais certains d’entre eux présentent un aspect modifié (GCM). La membrane plasmique est
festonnée (x 15000). L : globule lipidique. M : mitochondrie. MN : mélanosome. PV :
plaquette vitelline.
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Méme si les deux substances induisent la formation d’un pronucleus, les mécanismes
moléculaires impliqués sont différents. En effet, lors de I’activation induite par 1’ionophore
calcique, ’activité MPF chute avant I’activité MAPK. L’inactivation de I’activité MPF est
due 2 la protéolyse des cyclines Bl et B2 lors des premiéres minutes du traitement. La chute
de P’activité MAPK se produit en méme temps que la déphosphorylation de la kinase. En
revanche, en présence de 6-DMAP, les activités MPF et MAPK disparaissent simultanément

dés les premiéres minutes du traitement. p34°4*

est rapidement rephosphorylée sur son résidu
tyrosine. La disparition de I’activit¢ MPF dans ce cas n’est pas associée a la dégradation des
cyclines B1 et B2 dans la mesure ol ces protéines restent stables dans les ovocytes traités.
Auparavant, I’inhibition de la dégradation des cyclines B par la 6-DMAP n’avait été rapportée
qu’in vitro dans des extraits acellulaires de Spisula (Luca et Ruderman, 1989) et dans les
extraits mitotiques de Xénope (Félix et coll., 1990). L’inhibition du MPF dans ces ovocytes
pourrait expliquer I’absence de protéolyse des cyclines B. En effet, il a été proposé que le
MPF induit la dégradation de la cycline B, par un mécanisme qui reste encore inconnu
(Townsley et Ruderman, 1998). Nos expériences préliminaires avec les extraits CSF
d’ovocytes de Xénope, ont indiqué que des inhibiteurs spécifiques de p34°*% sont capables
d’empécher partiellement (roscovitine) ou complétement (alsterpaullone) la dégradation de la
cycline B induite par I’addition de calcium (figure 17). En outre, il a été récemment mis en
évidence que les phosphorylations par p34°*? de la sous-unité Cdc27 de ’APC et de Fizzy -
sont nécessaires a I’activité de I’ APC (Patra et Dunphy, 1998 ; Lorca et coll., 1998).

I1 est également intéressant de noter que la cycline B2 est partiellement déphosphorylée au
cours du temps. Dans les ovocytes d’étoile de mer, il a été démontré que p34°*? phosphoryle
la cycline (Borgne et coll., 1999). Cette situation semble différente dans les ovocytes de
Xénope, puisque I’inhibition totale de cdc2 n’entraine pas la déphosphorylation totale de la
cycline. Une autre kinase pourrait donc également intervenir dans la phosphorylation de la
cycline B chez le Xénope.

Dans les ovocytes traités par la 6-DMAP, I’inactivation de MAPK est rapide, suggérant que la
MAPK est directement inhibée. L’inactivation de MAPK est également plus rapide en
présence de 6-DMAP lors de I’activation des ovocytes de bovidés (Liu et Yang, 1999). En
outre, cette chute de I’activité MBP Kinase n’est pas liée a I’état de phosphorylation de
MAPK, qui est déphosphorylée plus tardivement. En amont dans la voie MAPK, c-mos est
totalement dégradée aprés 40 minutes dans les deux traitements. La dégradation de c-mos

dans les ovocytes traités par la 6-DMAP est surprenante dans la mesure ou les cyclines B sont
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0,6 mM CaCl, 0,6 mM CaCl,

+ 50 uM Roscovitine
0 15 30 45 60 15 30 45 60 (min)
o - Cycline B2
0,6 mM CaCl,
+ 50 uM Alsterpaullone
15 30 45 60  (min)
Cycline B2

Figure 17 . Inhibition de la dégradation de la cycline B2 par des inhibiteurs spécifiques
des cdks dans des extraits d’ovocytes bloqués en métaphase II de Xénope.

Sans traitement + 12 mM 6-DMAP
0 15 30 45 60 0 15 30 45 60 (min)

c-Mos

Figure 18. Dégradation de c-mos induite par la 6-DMAP dans des extraits
d’ovocytes bloqués en métaphase II de Xénope.
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stables dans ces mémes ovocytes. Des travaux préliminaires dans des extraits d’ovocytes
bloqués en métaphase II de Xénope fraichement préparés, nous ont montré que la 6-DMAP
est capable d’induire la dégradation de c-mos in vitro (figure 18). Ce dernier résultat suggére
donc des régulations différentes de la protéolyse des cyclines B et de la protéolyse de c-mos.
Certaines données indiquaient déja des différences entre les mécanismes de dégradation de la
cycline et de c-mos. La protéolyse de la cycline B est gouvernée par son ubiquitination. Celle-
ci est effectuée par I’ APC grice a la reconnaissance d’un signal de destruction, la “destruction
box”, qui est située dans la partie N-terminale de la cycline (Glotzer et coll., 1991 ; King et
coll, 1995). c-mos ne possede pas un tel signal, son ubiquitination repose sur la

reconnaissance de la proline en deuxiéme position (Nishizawa et coll., 1993).

Quel est le mécanisme qui entraine la protéolyse de c-mos dans les ovocytes traités par
la 6-DMAP? Cet inhibiteur de protéines-kinases & large spectre pourrait agir en inhibant une
kinase nécessaire a la phosphorylation stabilisatrice de c-mos. La déphosphorylation de c-mos
par la phosphatase appropriée conduirait alors a son ubiquitination et a sa dégradation par le
protéasome. Hormis ce mécanisme de protéolyse qui implique l’activation du systéme
ubiquitine, il a été précédemment rapporté que des protéases dépendantes du calcium, les
calpaines, dégradent c-mos (Watanabe et coll., 1989). Dans la mesure ou la 6-DMAP est
capable de provoquer une augmentation de la concentration intraovocytaire de calcium chez
le singe Rhésus (Wu et coll., 1996), on peut se demander si une telle libération de calcium se
produit dans les ovocytes de Xénope. Dans ce cas, elle pourrait étre responsable de

Pactivation de protéases dépendantes du calcium et de la protéolyse de c-mos.
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In Xenopus eggs, metaphase II arrest is due to the
cytostatic factor that maintains a high level of MPF
activity. Kinases are important in this phenomenon
since p39™* and MAPK play a part in the cytostatic
activity whereas p34°? is the catalytic subunit of
MPF. Fertilization induces a rise in intracellular cal-
cium leading to egg activation that can be mimicked
by calcium-increasing agents such as calcium iono-
phore. We have performed on Xenopus eggs a biochem-
ical comparison of the effects of the kinase inhibitor
6-DMAP and the calcium ionophore. Both drugs were
able to induce pronucleus formation but the underly-
ing molecular events were different. The inactivation
of MAPK occurred earlier in eggs exposed to 6-DMAP.
Cyclins B1 and B2 were stable and p39™ was proteo-
lysed in 6-DMAP-treated eggs while the three proteins
underwent degradation in A23187-treated ones. These
results suggest a differential regulation of ubiquitin-
dependent proteolysis of cyclin B and p39™”, o 1999
Academic Press

Key Words: Xenopus; metaphase II arrest; 6-DMAP;
proteolysis; calcium; cell cycle.

INTRODUCTION

Full-grown stage VI Xenopus oocytes are arrested at
prophase of the first division of meiosis. They are re-
leased from this block by progesterone stimulation
which induces them to mature. This event is allowed by
the activation of a cytoplasmic factor called matura-
tion-promoting factor (MPF) which is a complex be-
tween a Ser/Thr kinase (p34°?) and cyclin B [19]. The
activation of MPF is subjected to a complex regulation;
for instance, a positive feedback loop exists between
Cdc2 and its activating phosphatase Cdc25 [17, 38].
Once activated, MPF induces morphological changes
accompanying maturation such as germinal vesicle
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breakdown (GVBD), chromosome condensation, and
spindle formation [21].

However, meiosis is again arrested at metaphase II
due to the cytostatic factor (CSF). The product of the
protooncogene c¢-mos (p39™*) [35] and mitogenic-acti-
vated protein kinase (MAPK) [15] are involved in CSF
activity. It appears that metaphase arrest depends on
the maintenance of MPF activity which could be stabi-
lized by CSF. MAPK could mediate the CSF activity of
p39™ by preventing the cyclin degradation pathway
from being turned on [1].

The interaction of the sperm with the egg membrane
at fertilization leads to an increase in the intracellular
calcium which mediates egg activation [3]. The calcium
rise prevents polyspermy and releases the egg from
metaphase IT arrest. The completion of meiosis is dem-
onstrated by the second polar body extrusion and fe-
male pronucleus formation. Then, male and female
pronuclei move for karyogamy. The female centrosome
that was lost during oogenesis is replaced by those of
the sperm which is necessary for pronuclei migration
and the later cleavages of the embryo [40]. The first
mitotic cycle is 65-75 min long whereas the next 11
cycles consist of alternating S and M phases and are
only 30 min long. After midblastula transition, stan-
dard mitotic cycles reoccur [32].

MPF activity rapidly declines following fertilization
or treatment of eggs with Ca*"-increasing agents that
mimick the fertilization-associated calcium rise [12].
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II
(CaMK II) has been shown to act downstream of intra-
cellular calcium elevation [23, 27]. Cyclin degradation
by the ubiquitin pathway [13, 16, 29, 30] as well as
p34“? dephosphorylation on Thr 161 [22] both inacti-
vate MPF at the metaphase/anaphase transition. If
Xenopus egg extracts are depleted from their mRNA
and then supplemented with mRNA encoding an un-

“destructible form of cyclin B, metaphasic spindles are

formed that do not disappear even if Ca®" is increased
in the extract [29, 30]. Following fertilization, both
CSF and MPF activities disappear but MPF activity
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ecreases before CSF and cyclin B is degraded before
39™* [35, 42]. Proteolysis of p39™ also occurs by the
biquitin pathway [33].

6-Dimethylaminopurine (6-DMAP) inhibits phos-
horylation without affecting protein synthesis [31]. It
1hibits maturation in all animal species that have
een studied. When applied to Xenopus eggs just after
'VBD when the oocytes are still in the first division of
1eiosis, 6-DMAP induced chromosome decondensation
nd formation of nuclear-like structures [18]. It is also
ble to activate metaphase II-arrested Xenopus eggs
ven if the drug is applied following microinjection of
,GTA which prevents calcium changes [44].

The release of metaphase II arrest induced in Xeno-
us eggs by 6-DMAP has never been characterized at
ne molecular level and an understanding of its action
ight be helpful to explain the processes involved in
ormal egg activation. This prompted us to reinvesti-
ate the effects of 6-DMAP on Xenopus egg. We com-
ared its activity with those of the calcium ionophore
23187, which mimics fertilization. This allowed us to
emonstrate that even if 6-DMAP and A23187 induced
lentically the formation of the pronucleus, the under-
7ing molecular mechanisms were different. Our re-
ults show that cyclin B is stabilized whereas p39™* is
roteolyzed. This is discussed in terms of regulation of
roteolysis of these two proteins.

MATERIALS AND METHODS

Handling of oocytes and gametes. Adult Xenopus laevis females
ere purchased from CRBM (CNRS, Montpellier France). To obtain
rgs, females were primed with 500 IU of human chorionic gonado-
opin (hCG). Mature oviposited eggs were dejellied in 2% cysteine in
igh salt Barth (HSB) medium (31.2 mM NaCl, 1.8 mM KCl, 1 mM
aCl,, 0.1 mM MgCl,, 1.9 mM NaOH, and 2 mM NaHCOj;; buffered
s pH 7.4 with 10 mM Hepes) for 15 min. They were washed three
mes in HSB medium before use. A23187 (Boehringer Mannheim)
as used at 10 uM from a stock solution (100 mM) prepared in
MSO. 6-DMAP was diluted in HSB and used at 12 mM. This
ncentration was chosen since it was reported to be the most effi-
ent; such a concentration of 6-DMAP induced egg activation in 30
in [44]. All experiments were performed at 20°C and were always
srformed at least in triplicate.

Cytological analysis. Eggs were fixed overnight in Smith’s fixa-
ve, dehydrated, and embedded in paraffin. Sections (7 um thick)
ere stained with nuclear red to detect nuclei and chromosomes and
ith picroindigo carmine which reveals cytoplasmic structures. This
ethod is fine enough to detect spindles and condensed chromo-
ymes, even if they are not located near the plasma membrane [10].
Electrophoresis and Western blotting. Eggs (20 per batch) were
bmogenized in homogenization buffer (2] and centrifuged for 10 min
: 10,000g (4°C) to eliminate yolk platelets. Supernatants were then
cubated at 4°C for 30 min, under constant rotation with 10 ul
gOKShsl_Qepharose beads. After a brief centrifugation, 1 vol of 2X
aemmli sample buffer was added to 1 vol of supernatant for p34*?,
rk2, and p39™* analysis. Beads were washed three times with
e-cold bead buffer {2] and treated with 2X Laemmli sample buffer
r detection of cyclin B. Eggs proteins were denatured by heating
1e mixture (100°C, 5 min) and then separated by 10% SDS-polyac-
7lamide gel electrophoresis (SDS~-PAGE). In the particular case of

Erk2/MAPK immunodetection, proteins were resolved by 15% SDS—
PAGE (prepared from a stock solution containing 29.82% acryl-
amide/0.18% bisacrylamide). Such gels allowed a good discrimina-
tion between active and inactive MAPK [5]. Separated proteins were
transferred onto nitrocellulose sheets (Schleicher & Schuell) using a
semidry apparatus. Nitrocellulose sheets were incubated for 1 h in
5% lowfat milk in TBS (15 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05% Tween, pH
8). The sheets were then washed with TBS and incubated for 1 h with
primary antibody. p34**® was detected using the monoclonal anti-
body A17 {13] (1/1000 in TBS). MAPK was detected using the anti-
Erk2 monoclonal antibody D-2 (Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg, Germany) (1/2500 in TBS). Cyclin B1 detection was performed
using a rabbit polyclonal antibody (1/1000 in TBS). Cyclin B2 was
detected using the monoclonal antibody X121 diluted at 1/1000 in
TBS. The kinase p39™° was detected using an antiserum raised
against the carboxy-terminal part of the enzyme, diluted at 1/1000 in
TBS (C-237 Santa Cruz Biotechnology). After six washes in TBS, we
added for 1 h either horseradish peroxidase-coupled rabbit anti-
mouse IgG antiserum (1/3000 in TBS) or goat anti-rabbit IgG anti-
serum (1/12000 in TBS). After six washes in TBS, horseradish per-
oxidase was detected with ECL (Amersham).

Protein kinase assays. The kinase activity of MPF was measured
after its purification on p9°*'_Sepharose beads by incubating 10 ul
of packed-p9“*™!_sepharose beads for 10 min at 30°C with 1 mg/ml
histone H1 and 15 uM [y-*PJATP (4500 mCi/mmol; 10 uCi/ul), in a
final volume of 30 ul [10]. .

The kinase activity of MAPK was measured from MPF-free ho-
mogenates (supernatant of p9®*!'_Sepharose beads). Ten microli-
ters of supernatant was added to 15 ul of a mixture containing one
volume of 2.5 mg/ml myelin basic protein (MBP, Sigma), 1 vol of 20
uM protein kinase A inhibitor (PKI, Sigma), and 1 vol of 200 uM
[v-*P)ATP (4500 mCi/mmol; 10 uCi/ul). The reaction was performed
at 30°C for 30 min.

Assays were terminated by transferring the tubes into ice. After a
brief centrifugation 15 ul of supernatant was spotted on 2.5 X 3-cm
pieces of Whatman P81 phosphocellulose paper. Filters were washed
five times in 1% phosphoric acid, dried, and transferred in plastic
scintillation vials with 1 ml scintillation fluid (Aquasafe 300 plus,
Zinsser analytic). [**P]Phosphate incorporation was measured in a
LKB counter. The kinase activities were measured in triplicate and
the results in cpm were expressed as percentages of the control.

RESULTS

Pronucleus Formation

In untreated eggs, a metaphasic spindle anchored in
the plasma membrane was present (Figs. 1A and 1E).
The first polar body was often located on an adjacent
section.

After 30 min of ionophore treatment, a pronucleus
was seen instead of a spindle (Fig. 1B). We observed
important changes in the distribution of the pigment
granules at this stage (Fig. 1B). After 1 h of ionophore
treatment, the pronucleus moved from the cortical area
toward the center of the egg as demonstrated by the
trail of pigments (Fig. 1C). In both cases (30 and 60
min), the pronucleus was rather translucent. After 2 h,
we did not find the pronucleus but red structures which
looked like condensed chromosomes; they were sur-
rounded by microtubules and pigment granules (Fig.
1D). In the 6-DMAP-treated eggs, our cytological anal-
ysis revealed the formation of a pronucleus at the same
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FIG. 1. Cytological changes in Xenopus eggs exposed to A23187 or 6-DMAP for different times (xX1300; E, xX600). Dejellied eggs were
treated either with 10 uM A23187 (A-D) or with 12 mM 6-DMAP (E-H) and subjected to a cytological analysis as reported under Materials
and Methods. (A and E) 0 h; (B and F) 30 min; (C and G) 1 h; (D and H) 2 h. A pronucleus (arrowheads) appeared simultaneously in both
batches of oocytes. In the case of A23187, the pronucleus migrated in the deep cytoplasm as attested by the pigment trail (small arrows)
where condensed chromosomes (arrow) were observed after 120 min. In eggs treated for 2 h with 6-DMAP, the pronucleus was still near the
plasma membrane but it was enlarged.
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TABLE 1
Pronucleus Formation Following A23187 and 6-DMAP Treatments

Treatment Total Spindle Cortical pronucleus  Cytoplasmic pronucleus  Condensed chromosomes No structure
13187 10 pM 30 min 16 0 13 0 2 1
13187 10 pM 60 min 17 0 6 9 1 1
13187 10 uM 120 min 21 1 0 0 8 12
OMAP 12 mM 30 min 16 0 14 0 0 2
OMAP 12 mM 60 min 14 0 12 0 0 2
OMAP 12 mM 120 min 15 0 15 0 0 0

me as in the eggs treated with A23187 (Fig. 1F). This
‘onucleus stayed in the cortical layer where its size
creased from 15 pum after 30 min to 50 um after 120
in (compare Fig. 1F with Fig. 1H). No chromatin
ndensation was observed in these eggs as demon-
rated by the absence of red structures. The results
e summarized in Table 1.

APK and p34°“* Analysis

We analyzed MAPK/Erk2 and p34** kinases which
e very active in unfertilized eggs. Two forms of the
rk2 kinase may be detected on Western blots: an
tive phosphorylated form and an unphosphorylated
ster migrating inactive form [25]. The other kinase
e examined, Cdc2, may also appear as two bands. The
ow migrating band is inactive and phosphorylated on
ree residues (Thr 14, Tyr 15, and Thr 161). The fast
igrating band is either unphosphorylated and inac-
ve or monophosphorylated (Thr 161) and active [35].
The results of this Western blot study are shown in
g. 2. Untreated eggs contained only the slow migrat-
g form of Erk2 and the fast migrating form of Cdc2.
1e two Erk2 isoforms were present after 25 min of
nophore exposure, but only the dephosphorylated
rm was detected after 40 min. In the case of Cdc2, the
70 isoforms were found after 30 min but the fast
igrating form alone was present at 120 min. So, fol-
wing calcium ionophore treatment, changes in Erk2
imunodetection profile occurred at the same time
at those of Cdc2 which was the only one to change
rain after 120 min.

In eggs exposed to 6-DMAP, the changes in Erk2
tection were similar but they appeared more slowly
etween 30 and 50 min). The slower migrating form of
1c2 appeared as early as 20 min but no change in the
1c2 immunodetection profile was observed thereafter.
), 6-DMAP induced earlier changes in the electro-
oretic mobility of Cdc2.

Then, the activities of Cdc2 and Erk2 kinases were
easured using histone H1 and MBP, respectively, for
) min following 6-DMAP or A23187 exposure. The
sults are reported in Fig. 3 (mean of three different
periments). In eggs treated with A23187, H1 kinase

activity decreased at a stage where changes in the
immunodetection profile had not occurred: 50% after 5
min and 4% after 20 min after which the H1 kinase
activity remained low. MBP kinase activity was in
agreement with the changes in Erk2 detection on the
immunoblots: 82.7% after 20 min and 4.6% after 40
min,

In eggs treated with 6-DMAP, H1 kinase activity
decreased early, as suggested by the Western blot in
Fig. 2: 11.7% after 20 min. MBP kinase activity de-
creased more quickly than suggested by the changes in
its electrophoretic mobility: 7% after 25 min.

We also measured H1 kinase after 120 min of incu-
bation in A23187 since we suspected from the Western
blot data that there had been a reactivation of p34<%,
The activity that we measured was 47.4% of the activ-
ity found in untreated eggs. In addition, we have per-
formed injections into immature oocytes of cytoplasm
obtained from these A23187-treated eggs according to

A 23187
Erk 2
Cdc2 e e vt i A ST, OO,
0 10 20 25 30 35 40 50 60 120
Erk 2
Cde2

6-DMAP

FIG.2. Western blot study of p34*? and Erk2 during the 2 h that
follow A23187 or 6-DMAP exposure. In eggs exposed to calcium
ionophore, a fast migrating form of Erk2 appeared after 25 min
which was the only form to be detected after 40 min. In the case of
Cde2, a slow migrating form appeared after 30 min which disap-
peared at 120 min. In eggs exposed to 6-DMAP, the changes in Erk2
detection were similar but they appeared somehow later (between 30
and 60 min) whereas the slower migrating form of Cdc2 appeared
earlier as soon as 20 min. No change in the Cdc2 immunodetection
profile was observed thereafter.
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FIG. 3. HI1 kinase and MBP kinase activities in metaphase II-
arrested Xenopus oocytes following treatment with A23187 or
6-DMAP. In eggs incubated in A23187-containing medium, H1 ki-
nase activity disappeared as soon as 20 min and then was main-
tained at a low level. MBP kinase activity decreased more slowly and
did not increase thereafter. In eggs treated with 6-DMAP, H1 kinase
and MBP kinase decreased at a similar rate.

the method previously described [10]. When these re-
cipient oocytes were analyzed 4 h later, 29.2% (n = 24)
of them showed GVBD. Control experiments per-
formed with cytoplasm from untreated eggs induced
GVBD in 80.3% (n = 27) of the oocytes. MBP kinase
activity measurement after 120 min of A23187 treat-
ment did not reveal the presence of active Erk2 kinase
at this stage (8.7% of maximal activity) as suggested by
the lack of electrophoretic mobility changes.

Cyclin B and p39™” Analysis

We next analyzed the levels of cyclin B since its
synthesis as well as its degradation can also regulate
the activity of p34°*“.

First we focused on cyclin B2 (Fig. 4). Cyclin B2 can
be detected as two isoforms on immunoblots: a fast
migrating one, which is dephosphorylated, and a
slower migrating form that is phosphorylated. Both
isoforms are present in immature oocytes whereas the
slow migrating form only is present after oocyte mat-
uration [38].

Untreated eggs contained only the slow migrating
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FIG. 4. Western blot analysis of cyclin B2 following incubation of
Xenopus eggs in A23187- or 6-DMAP-containing medium. In eggs
treated with A23187, cyclin B2 was not detected after 10 min but
reappeared after 30 min under its faster migrating form. The upper
band reappeared at 60 min and was the most important after 120
min. In eggs treated with 6-DMAP, cyclin B2 never disappeared. The
lower form was detected at 30 min and the two bands were still
present at 120 min.

form. The treatment of the eggs with A23187 caused
the disappearance of cyclin B2 which was not detected
after 10 min. Cyclin B2 reappeared after 30 min mi-
grating at its unphosphorylated form. The phosphory-
lated form reappeared after 60 min and this form was
by far the most abundant of the two forms after 120
min.

In eggs treated with 6-DMAP, cyclin B2 was detected
up to 120 min suggesting that the protein was fairly
stable in the presence of the inhibitor. The faster mi-
grating unphosphorylated form appeared after 30 min
and unlike was present in higher amounts than the
phosphorylated form after 120 min.

Then we studied cyclin B1 (Fig. 5). The analysis of
this other component of MPF was interesting since it
has been shown that cyclin Bl is proteolyzed earlier
than cyclin B2 [41]. Our polyclonal antibody detected
two bands in untreated eggs. The addition of A23187
induced the disappearance of cyclin B1 which was not
detected after 10 min. In 6-DMAP-treated eggs, our
anti-cyclin Bl antiserum revealed that the two bands
were still present after 10 min. Cyclin B1 was stable in
these eggs since it was found even after 120 min (not
shown).

A 23187 6-DMAP

o -10 0 10

Cyc B1

FIG. 5. Western blot analysis of cyclin Bl in Xenopus eggs
treated with A23187 or 6-DMAP. Cyclin B1 was fully degraded after
a 10 min exposure to A23187 whereas no proteolysis occurred fol-
lowing 6-DMAP treatment.
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FIG. 6. Western blot analysis of p39™* following incubation of
lenopus eggs in A23187 or 6-DMAP-containing medium. When eggs
rere treated with A23187 or with 6-DMAP, p39™* was not detected
fter 40 min, and never reappeared, even after a 120 min treatment.

Therefore, the formation of the pronucleus that is
nduced by 6-DMAP occurs even in the presence of high
evels of cyclin B.

Then we studied the levels of p39™* which is synthe-
ized during cocyte maturation in response to proges-
erone, plays a pivotal role in metaphase II arrest, and
s proteolyzed following fertilization or parthenoge-
etic activation. We observed that p39™* was degraded
fter 30 min of 6-DMAP exposure as in eggs exposed to
\23187 (Fig. 6). The protein did not reappear thereaf-
er.

DISCUSSION

In this study, we have characterized at the molecular
evels the effects of 6-DMAP on Xenopus eggs in com-
arison to those of the calcium ionophore A23187
vhich is well known to mimic fertilization. Such a
iochemical analysis had not been performed previ-
usly in Xenopus eggs. Our analysis showed that even
f A23187 and 6-DMAP induced identically pronucleus
ormation, the underlying molecular events were dif-
erent. Besides, our results suggest that the proteolysis
f cyclin B and p39™* are differentially regulated.

’ronucleus Formation

Our cytological study revealed the disappearance of
pindle and condensed chromosomes and the formation
f a pronucleus. The time required for this pronucleus
o occur (30 min) was similar to that required with
\23187. Nevertheless we observed a major difference
etween these treatments at later stages: the pronu-
leus migrated toward the center of the egg and was
ccompanied by a trail of pigments in the case of
\23187 incubation whereas it stayed in the cortical
ayer when 6-DMAP was used. Such a migration occurs
isually following egg fertilization and seems to be as-
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sociated with entry of the sperm. Indeed the male
pronucleus is the first to migrate and the female pro-
nucleus migrates later and appears to be dependent on
the male aster for its motion [36]. This absence of
migration observed with 6-DMAP might be explained
by the fact that the effects of this drug are mediated by
kinase inhibition rather than by calcium ions, as dem-
onstrated by experiments using EGTA to chelate cal-
cium ions [43].

Another difference was that the pronucleus was re-
placed by a condensed material stained in red by our
staining procedure. This red structure which looked
like condensed chromosomes was only detected in eggs
treated with A23187. This result was due to a rise in
MPF activity since we observed an active form of
p34“? and a phosphorylated form of cyclin B2 on the
immunoblots even if the H1 kinase activity was not
very high at the same time. Although chromatin con-
densation occurred after 120 min in A23187-treated
eggs, we observed neither cleavage furrows nor spin-
dles. This is consistent with the fact that in partheno-
genetically activated eggs, no cleavage occurs unless
centriole containing fractions or isolated centrosomes
are injected at the time of activation [39]. These struc-
tures are brought by sperm at fertilization.

The fact that chromatin did not condense in
6-DMAP-treated eggs after 120 min is correlated with
the absence of p34°“ reactivation as shown by the
inactive profile of p34°? at this stage on the immuno-
blots. This is due to the presence of the inhibitor.
Indeed, when eggs are transferred in a 6-DMAP-free
medium after 6-DMAP treatment, chromatin conden-
sation is observed too [our unpublished observations;
43]. So, p34““ is reactivated after withdrawal of the
drug. It is interesting to note that the presence of
spindle is not reported in this case, as observed with
A23187.

MPF and CSF Activities

Our biochemical analysis showed that even if
A23187 and 6-DMAP induced identically pronucleus
formation, the underlying molecular events were dif-
ferent. Indeed, differences were observed in the study
of p34°* and Erk2 kinases. Erk2 is a component of
CSF activity which maintains a high level of MPF
(p34““?—cyclin B) activity in unfertilized eggs [14].

In A23187-treated eggs, the modification of the elec-
trophoretic mobility of Erk2 occurred just before those
of p34°?. Previous studies with anti-phosphotyrosine
antibodies revealed tyrosine phosphorylation of MAPK
during the 25-30 min following fertilization or parthe-
nogenetic activation whereas those of p34°* occurred
between 30 and 70 min (8, 27]. Our results based on
mobility shift changes are in agreement with these
reports. What is the signification of these changes? The
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increase in electrophoretic mobility of Erk2 was asso-
ciated to the inactivation of the enzyme as demon-
strated by the results of MBP phosphorylation assays.
However, the changes in the immunodetection profile
of p34“* occurred later than the drop in H1 kinase
activity which was observed as soon as 10 min after the
incubation in A23187 containing medium. This is be-
cause the tyrosine phosphorylation of p34°“ reflects
mitotic pre-MPF formation rather than the meiotic
inactivation of the kinase. Indeed, tyrosine phosphor-
ylation of p34°“* has been observed during the first
mitosis that begins between 60 and 75 min following
fertilization and is completed after 80 min, but this
event was never observed during the next 11 cell cycles
that are shorter (30 min) [27].

The inactivation of MPF involves the degradation of
cyclin B (regulatory subunit) and p34°“* dephosphory-
lation on its Thr 161 residue [21, 28, 29]. This dephos-
phorylation of p34** did not induce mobility shift un-
der our SDS-PAGE conditions. However, H1 kinase
activity measurement and cyclin B detection on West-
ern blots demonstrate MPF inactivation. So, the re-
sults we obtained with calcium ionophore showing that
MPF activity decreases before MAPK activity are con-
sistent with the fact that the drop in MPF activity
precedes those of CSF activity [41].

In 6-DMAP-treated eggs, the decrease in the H1
kinase activity was in agreement with the changes in
the electrophoretic mobility of p34“? which occurred
earlier than in A23187-treated eggs. Changes in p34°*
phosphorylation at Thr 14 and Tyr.15 are due to the
kinases weel and mytl {6]. There is a feedback loop
between p34°? and its activating phosphatase cdc25
which acts at these two residues (16, 37]. The rephos-
phorylation of p34°* observed in our study and previ-
ously reported in maturing oocytes [17] might be due to
the inhibition of this feedback loop in the presence of
6-DMAP.

Surprisingly, Erk2 was dephosphorylated at the
same time that in eggs incubated in A23187-containing
medium. This dephosphorylation did not reflect the
inactivation of the enzyme since kinase activity mea-
surement showed an earlier inhibition probably due to
a direct inhibition of the kinase by 6-DMAP. Since
Erk2 is dephosphorylated approximately at the same
time (around 30 min) in both A23187 and 6-DMAP-
treated eggs and since we observed no difference in
p39™* degradation in both treatments (faint detection
at 30 min and then no detection), Erk2 dephosphory-
lation might be simply dependent on p39™* degrada-
tion. The dephosphorylation of MAPK might also be
explained by the fact that 6-DMAP inhibits other ki-
nases upstream in the cascade. Another explanation
might be associated to the existence of a feedback loop
between MAPK and its upregulating enzymes. For in-
stance, MAPK has been shown to phosphorylate p39™*
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at Ser 3 in vitro and to stimulate p39™ synthesis [24].
Consequently, the inhibition of MAPK could meodify
indirectly the activity of its upregulating kinases.

Cyclin B and p39™ Proteolysis

In contrast to the ready proteolysis of cyclins B1 and
B2 in eggs treated with A23187, we observed that these
cyclins were not degraded in presence of 12 mM
6-DMAP, even after a 2-h incubation. Why do these
eggs not carry out the proteolysis of cyclin B2?

One explanation for the absence of cyclin B degrada-
tion might be the lack of calcium release. However, we
observed that A23187 addition following 1-h treatment
with 12 mM 6-DMAP did not enhance cyclin B2 deg-
radation (not shown). So, rather than the absence of
calcium release, another effect of 6-DMAP seems to
inhibit cyclin B proteolysis. We propose that it is due to
the inhibition of MPF. Indeed, it has been reported
that when 12 U ul™' of MPF was added to interphase
Xenopus egg extracts, methionine-labeled sea urchin
cyclin was rapidly destroyed [7]. In the presence of 1
mM 6-DMAP in the extracts, sea urchin cyclin degra-
dation was substantially inhibited. 6-DMAP also inhib-
ited cyclin degradation in a cell-free system from clam
embryos [23]. In addition, biochemical characterization
of the anaphase-promoting complex (APC)/cyclosome
(a multimeric 20S complex corresponding to an ubigq-
uitin ligase E3) suggests that the activation of the APC
may depend on multiple kinases, including Cdc2/cyclin
B [19]. The mechanism by which Cdc2/cyclin B triggers
activation of the APC remains unclear but seems to be
regulated by Xe-p9, a protein belonging to the Sucl/
Cks family, as demonstrated by experiments using Xe-
nopus egg extracts [33].

Although cyclin B was not proteolysed, we observed
that p39™° was degraded after 30 min of 6-DMAP
treatment that is similar to what occurs in A23187-
treated eggs. This result was very surprising because
both proteins are thought to be degraded by the ubig-
uitin pathway and calcium ions seem to be able to
activate the proteolysis of both proteins [41]. Why
p39™* is proteolysed in these eggs?

Since MPF is inhibited by 6-DMAP treatment and
that p39™* is proteolyzed in this case, one might pro-
pose that active p34““/cyclin B could prevent p39™*
proteolysis. Another explanation might be that the in-
hibition by 6-DMAP of a kinase that phosphorylates
p39™* could allow the dephosphorylation of p39™* by
an appropriate phosphatase. Indeed, it has been dem-
onstrated that degradation of p39™* required its de-
phosphorylation at Ser 3 [32]. However, the proteolysis
of p39™*, even in a dephosphorylated state, can occur
only if the ubiquitin degradation machinery has been
activated. The activation of APC in 6-DMAP-treated
eggs might be obtained by the inhibition of a kinase
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hat could allow the dephosphorylation by an appropri-
te phosphatase of an inhibitor of APC leading to the
ctivation of the degradation machinery [40]. This ex-
lanation is in agreement with the fact that inhibitors
f tyrosine phosphatases block calcium-induced activa-
ion of Xenopus eggs [4].

Differences exist between cyclin B and p39™* prote-
lysis. Cyclin B degradation requires a destruction box
’hich is necessary for the ubiquitination of cyclin B by
he APC [12, 19]. p39™* proteolysis is mediated by the
I-terminal Pro2-dependent ubiquitin pathway [32]
ut the ubiquitin protein ligase has not been yet iden-
fied. The involvement of an ubiquitin ligase distinct
rom APC and differently regulated could explain our
esults showing a differential proteolysis of cyclin B
nd p39™*=.

One might also propose that in Xenopus eggs,
-DMAP induces an increase in intracellular calcium
s has been shown in oocytes from rhesus monkeys
12]. This calcium increase might be sufficient to trig-
er p39™* degradation whereas MPF inhibition could
lock cyclin B proteolysis.

In conclusion, our study shows that even if A23187
nd 6-DMAP induced identically pronucleus forma-
ion, the underlying molecular events were different.
Jur results suggest that the proteolysis of cyclin B and
39™* is differentially regulated. Experiments are cur-
ently being performed to elucidate the reason for such

discrepancy in the degradation of p39™* and cyclin B.
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c-Mos proteolysis is independent of the rise in
intracellular calcium activity induced by
6-dimethylaminopurine (6-DMAP) in metaphase II-
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Introduction au travail.

La 6-DMAP est capable de lever le blocage métaphasique des ovocytes de Xénope
(Zhang et Masui, 1992 ; Bodart et coll., 1999b). Cette activation se caractérise par la
formation d’un pronucleus a la membrane plasmique, la rephosphorylation de cdc2 et la
déphosphorylation partielle de la cycline B2. L’événement le plus surprenant de cette levée de
blocage métaphasique est la dégradation de c-mos, qui se produit en I’absence de dégradation
des cyclines B.

Par quel mécanisme la 6-DMAP est-elle capable de provoquer la protéolyse de c-mos?
Parmi toutes les explications plausibles, nous avons d’abord testé I’hypothése d’une libération
de calcium induite par la 6-DMAP. 11 a été démontré que la 6-DMAP induit une augmentation
de la concentration intracellulaire de calcium dans les ovocytes du singe Rhésus (Wu et coll.,
1996). Si une telle augmentation de la concentration de calcium se produit dans les ovocytes
de Xénope lorsqu’ils sont traités par la 6-DMAP, elle pourrait activer des protéases
dépendantes du calcium et ainsi induire la dégradation de c-mos. En effet, certains auteurs
soutiennent 1’hypothése d’un role crucial de ces protéases dépendantes du calcium dans la

progression du cycle cellulaire (Santella, 1998).

Résultats et Discussion.

Afin de tester cette hypothese, nous avons mesuré les variations €ventuelles du taux de
calcium en utilisant une sonde fluorescente, le Fura-2. Lorsque la 6-DMAP est appliquée sur
des ovocytes de Xénope bloqués en métaphase II et préalablement injectés de Fura-2, elle
provoque une augmentation transitoire du taux de calcium : elle commence 22,7+2,1 minutes
aprés ajout de I’inhibiteur de protéines-kinases et elle est maximale apres 32,3+1,8 minutes.
Nous n’avons pas déterminé I’origine du signal calcique, mais cette augmentation n’est pas
dépendante du calcium présent dans le milieu externe dans la mesure ou elle se produit méme
en milieu dépourvu de calcium.

L’augmentation transitoire de calcium induite par la 6-DMAP n’est pas immédiate. Elle se
produit au méme moment que la dégradation de c-mos et suggére I’implication d’une protéase
calcium-dépendante dans ce phénoméne. Afin de déterminer si cette augmentation transitoire
de calcium induite par la 6-DMAP est suffisante pour déclencher la dégradation de c-mos,
nous avons utilisé un chélateur calcique, le BAPTA. Nous avons déterminé qu’une

concentration intraovocytaire de BAPTA de 2,5 mM inhibe totalement la libération de
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calcium induite par la 6-DMAP. Dans ces conditions, la formation du pronucleus n’est pas
inhibée. En outre, la présence du chélateur calcique n’inhibe pas la déphosphorylation de la
cycline B2 ni la protéolyse de c-mos induites par la 6-DMAP.

La capacité de la 6-DMAP a induire la protéolyse de c-mos a également été étudiée a
un stade ou les ovocytes ne sont pas sensibles aux effets du calcium. En effet, appliqué au
stade de la rupture de ’enveloppe, I’ionophore calcique A23187 n’affecte pas la progression
de la méiose, ni la stabilité de la cycline B ou de c-mos. Par contre, il avait déja été rapporté
que la 6-DMAP était capable d’induire la formation de structures de type nucléaire dans le
cytoplasme au stade de la rupture de ’enveloppe nucléaire (Jessus et coll., 1991). Nous avons
mis en évidence qu’a ce stade, la 6-DMAP induit également la déphosphorylation de la

cycline B2, et la protéolyse de c-mos.

Nos résultats démontrent que la 6-DMAP est capable de provoquer une libération
intracellulaire de calcium dans les ovocytes de Xénope. Cette augmentation de calcium est
différente de celle qui a été rapportée dans les ovocytes de singe Rhésus (Wu et coll., 1996),
puisqu’elle apparait plus tardivement et qu’elle est transitoire dans les ovocytes de Xénope.
Les protéines-kinases sont donc impliquées dans la régulation de la libération des ions
calcium. Plus récemment, I'utilisation de la roscovitine, inhibiteur de p34°*%, dans les
ovocytes de souris, a révélé que I’inhibition des cdk entraine une inhibition des oscillations
calciques induites par la fécondation (Deng et Shen, 2000).

La libération de calcium que nous avons démontrée n’est cependant pas impliquée
dans la protéolyse de c-mos induite par la 6-DMAP. En effet, cette protéolyse peut se produire
non seulement en présence de BAPTA, mais aussi au stade de la rupture de I’enveloppe
nucléaire, qui est insensible a I’ionophore calcique. Toutefois, I’absence de c-mos observée a
ce stade en présence de 6-DMAP pourrait étre due 3 d’autres mécanismes que la protéolyse.
La 6-DMAP pourrait également agir sur la synthése de c-mos et ainsi inhiber I’accumulation
de la protéine. La protéolyse de c-mos induite par la 6-DMAP dans les ovocytes bloqués en
métaphase Il est donc due & I’inhibition d’une protéine kinase impliquée dans la stabilisation
de c-mos. La protéolyse de c-mos est effectivement inhibée par la phosphorylation de la
sérine 3, qui empéche la reconnaissance de c-mos par I’ubiquitine-ligase (Nishizawa et coll.,
1993). MAPK est capable de phosphoryler ce site in vitro (Matten et coll., 1996). Toutefois,
nous ne pensons pas que MAPK soit impliquée dans le maintien de la phosphorylation de c-
mos 2 la métaphase II. En effet, dans les ovocytes bloqués en métaphase II traités par la 6-

DMAP, I’activité MAPK decroit rapidement alors que c-mos demeure stable jusqu’a 30-40
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minutes aprés addition de 6-DMAP (Bodart et coll., 1999b). p34°*2 pourrait étre la kinase
impliquée dans la stabilisation de c-mos. En effet, plusieurs travaux ont mis en évidence
Pimplication de p34°®* dans la régulation de c-mos. Par exemple, I’injection d’un dominant
négatif de p34"dc2 inhibe I’accumulation de c-mos dans les ovocytes de Xénope, mais n’affecte
pas la synthése de la protéine (Nebreda et coll., 1995). De méme, c-mos n’est pas détecté dans
les ovocytes de Xénope stimulés par la progestérone aprés injection de p21°?!, un inhibiteur
de cdkl et cdk2 (Franck-Vaillant et coll., 1999). L’absence d’activit¢é MPF entrainant
probablement la synthése d’une forme instable de c-mos.

L’hypothése d’une stabilisation de c-mos par p34°*? est cohérente avec I’observation
que le MPF est inactivé avant le CSF (Watanabe et coll., 1991). En effet, I'inactivation du
MPF par protéolyse de la cycline B entrainerait la déphosphorylation puis I’inactivation de c-

mos.
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c-Mos proteolysis is independent of the rise in intracellular calcium induced by

6-dimethylaminopurine in metaphase II-arrested Xenopus oocytes.
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Abstract : The kinase inhibitor 6-dimethylaminopurine (6-DMAP) releases
matured Xenopus oocytes from their metaphase II block. This is characterized by c-
Mos proteolysis without degradation of cyclin B. We hypothesized that 6-DMAP
induced an increase in intracellular calcium. Using the calcium-sensitive fluorescent
dye Fura-2, we observed a systematic increase in intracellular calcium following
6-DMAP application. In matured oocytes previously microinjected with the calcium
chelator BAPTA, no calcium changes occurred after 6-DMAP addition, however
c-Mos was still proteolysed. In oocytes at the GVBD stage, c-Mos proteolysis
occurred in response to 6-DMAP but not to calcium ionophore treatment. We suggest

that c-Mos proteolysis 1s rather controlled by a phosphorylation-dependent event.
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1. Introduction.

The c-mos proto-oncogene encodes for a Ser/Thr protein kinase, which can
induce oncogenic transformation of somatic cells when ectopically expressed. c-Mos
is also essential for progesterone-induced Xenopus laevis oocyte maturation. Indeed,
- oocytes injected with c-Mos antisense nucleotide fail to undergo germinal vesicle
breakdown (GVBD) in response to the hormone [1], whereas microinjection of c-Mos
mRNA promotes oocyte maturation in the absence of progesterone [2]. Moreover,
microinjection of purified recombinant c-Mos protein is sufficient to trigger germinal
vesicle breakdown (GVBD), e';/en in the presence of cycloheximide [3]. c-Mos is
regulated by phosphorylation, and several sites of phosphorylation have been
identified to play important role in its activity and stabilization [4]. Ser-3 is the major
site of phosphorylation in vivo, although it does not seem to be essential for c-Mos-
induced maturation [5]. c-Mos can directly phosphorylate and activate MEK1, an
immediate upstream activator of MAPK [6]. During maturation, the maturation
promoting factor (MPF), a heterodimer made up of a catalytic subunit, cdkl, and a
regulatory subunit, cyclin B, is activated simultaneously to MAPK [7]. MPF
phosphorylates several substrates and induces the morphological changes
accompanying maturation, such as GVBD, chromosomes condensation and spindle
formation [8].

. c-Mos 1s also the essential component of CSF, the cytostatic factor that arrests
meiosis at metaphase II [9]. CSF activity could prevent MPF inactivation which is
necessary for M-Phase exit. Oocytes of mice homozygously deleted for c-Mos fail to
arrest at metaphase II and undergo parthenogenetic activation [10]. MAPK and p90™
have also been Shown to be implicated in CSF arrest [11, 12]. MAPK could prevent
the cyclin degradation pathway from being turned on, hereby leading to a high level
of MPF activity in the cell [13]. Implication of Cdk2 in CSF activity is still discussed
[14, 15].

At fertilization, the interaction of the sperm with the egg membrane leads to an
increase in the intracellular concentration of calcium, [Ca*")i. This event, which can
be mimicked by the calcium ionophore A23187, releases the egg from metaphase 11
arrest. The calcium/calmodulin protein kinase II has been shown to act downstream
the intracellular calcium elevation [16]. The completion of meiosis is demonstrated by

the extrusion of the second polar body and by pronucleus formation. Following
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fertilization or parthenogenetic activation, both CSF and MPF activities disappear.
Cyclin B proteolysis by the ubiquitin pathway [17], as well as dephosphorylation of
Cdkl on residue T161 [18), both inactivate MPF at the metaphase-anaphase
transition. CSF activity drops later, due to c-Mos proteolysis [19] which is ruled by
the ubiquitin pathway [20]. Involvement of the calcium-sensitive proteases calpains in
c-Mos proteolysis had been suggested [21], but was discussed [22].
6-dimethylaminopurine (6-DMAP) inhibits phosphorylation without affecting
protein synthesis [23]. It inhibits maturation in all animal species studied. 6-DMAP
was also shown to induce parthenogenetic activation of Xenopus eggs [24]. In a study
aiming at characterizing the 6-DMAP-induced activation, we observed that c-Mos
was proteolysed while cyclins B1 and B2 were stable in 6-DMAP-treated eggs [25].
The absence of cyclin B proteolysis might be due to MPF inhibition [26], but the
reason for c-Mos proteolysis is unclear. It has been reported that 6-DMAP was able to
induce a rise in [Ca®"}; in Rhesus monkey oocytes [27]. Therefore, we hypothesized

that a similar effect of 6-DMAP could trigger c-Mos proteolysis in Xenopus eggs.
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2. Materials and methods.

Handling of oocytes.

Adult Xenopus laevis females were purchased from C.RBM. (CN.RS,
Montpellier France). Full-grown stage VI oocytes (5) were obtained as previously
“described (9) and used in ND96 medium (96 mM NaCl, 2 mM KCI, 1.8 mM CaCl,, 1
mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7.5/NaOH). Progesterone was used overnight at 10
uM to obtain metaphase II-arrested oocytes. For experiments performed at GVBD
stage, oocytes were stimulated with the hormone in the morning and were observed to
determine GVBD time. This stage was identified by the occurrence of the first
changes in pigment granules distribution. A23187 (Boehringer Mannheim) was used
at 10 uM from a stock solution (100 mM) prepared in DMSO. 6-DMAP and 6-AP
(Sigma) were diluted in ND96, and used at 12 mM. (Zhang et Masui, Bodart et al.

1999). All experiments were performed at 20°C and at least in triplicate.

Microinjections and calcium measurements.

Microinjections by the use of a positive displacement digital micropipette
(Nichiryo) were performed in a Calcium-Limited Medium in order to prevent
activation due to pricking [36]. After injection of either Fura-2 potassium salt
(100 uM final; Molecular Probes) or a mix between BAPTA and Fura-2 (final
concentrations 2.5 mM and 125 uM respectively), the oocytes were allowed to heal
15 min in this medium, and then incubated for 45 min in ND96 before calcium
measurements.

Fluorescence emitted above 520 nm from the vegetal pole of a single oocyte was
measured every 3 sec with a 20xUV objective on an inverted microscope (Zeiss
Axiovert 35) using a dual excitation microfluorometry system [37]. The ratio of
fluorescence excited alternately at 350 and 380 nm was calculated after subtraction of
the corresponding background (always < 10% of signal) determined on oocytes not
injected with Fura-2. A cytological analysis was subsequently performed on each
oocyte (see below).

For western blot analysis (see below), matured oocytes were microinjected with the

same mix of BAPTA and Fura-2 using the protocole described herefore.
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Cytological analysis.
Oocytes were fixed overnight in Smith's fixative, sectioned and stained with
nuclear red to detect nuclei and chromosomes, and with picroindigo carmine which

reveals cytoplasmic structures (9).

Electrophoresis and Western blotting.

Oocytes (20 per batch) were homogenized in homogeneization buffer (2) and
centrifuged for 10 min at 10000 g (4°C) to eliminate yolk platelets. Supernatants were
After this brief centrifugation, one volume of 2x Laemmli sample buffer was added to
one volume of supernatant. Proteins were denatured by heating the mixture (100°C - 5
min) and then separated by 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE). Separated proteins were subjected to western blot analysis as previously
reported (9). p34”“ was detected using the monoclonal antibody A17 (11) (1/1000 in
TBS). Cyclin B2 was detected using the monoclonal antibody X121 diluted at 1/1000
in TBS. p39™ was detected using the rabbit polyclonal antibody C-237 (SantaCruz
biotechnology, Heidelberg, Germany), 1/1000 in TBS.

2. Results and discussion.

_ In order to test this, we have used the calcium indicator Fura-2 to monitor the
variations of [Ca®"}; following 6-DMAP application. When metaphase Il-arrested
oocytes were treated with 6-DMAP, they exhibited a transient increase in [Ca']; after
about 30 minutes (Fig. 1, upper trace). The relative rise in the Fura-2 fluorescence
ratio was 76 =14 % (+ SEM, n=14), and was not significantly different in the
presence (n=11) or in the absence of external calcium (n = 3). It may therefore result
from the release of calcium from intracellular stores. A pronucleus located near the
plasma membrane or in the sub-cortical layer was found in these oocytes (92.8 %, n =
14). As a control, an inactive analogue of 6-DMAP, 6-aminopurine (6-AP), did not
trigger any change in [Ca®]; (Fig. 1, lower trace), nor pronucleus formation (not
shown).

The increase in [Ca®"}; elicited by 6-DMAP occurred at the same time as the
beginning of c-Mos proteolysis [25], suggesting a triggered proteolysis. To determine

if this rise of [Ca®"}; was really implicated in c-Mos degradation, the calcium chelator

W
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BAPTA was microinjected into matured oocytes before 6-DMAP addition in the
medium. A concentration of 2.5 mM BAPTA was sufficient to inhibit the rise in
[Ca*); induced by 6-DMAP (Fig. 2A). Oocytes subjected to a cytological
examination always showed a pronucleus near the plasma membrane (n = 3).
However, BAPTA inhibited neither pronucleus formation, nor c-Mos degradation and
cyclin B2 dephosphorylation induced by 6-DMAP (Fig. 2B). 87.5 % of these oocytes

exhibited a pronucleus (n = 7).

Finally, the effects of 6-DMAP on c-Mos proteolysis were analyzed at the
GVBD stage. This stage was chosen because it is insensitive to calcium activation, at
least for criteria such as vitelline membrane elevation or cortical granule exocytosis
[28]. Actually, our cytological analysis (Fig. 3A) show that application of the calcium
ionophore A23187 for one hour at the GVBD stage did not affect progression of
meiosis in Xenopus oocytes. Application of 6-DMAP for one hour just after GVBD
induced the formation of nuclear-like structures in the cytoplasm, in agreement with
previous observations [29]. Western blot analysis of cdk1, cyclin B2 and c-Mos (Fig.
3B) revealed that exposure to A23187 during one hour did not affect these proteins.
On another hand, 6-DMAP was able to induce rephosphorylation of cdkl and
dephosphorylation of cyclin B2, probably via the inhibition of a feedback loop
between cdkl and its up-regulating enzymes cdc25 or weel [30 ; 31]. Moreover, in
the presence of 12 mM 6-DMAP, our antibodies failed to detect c-Mos after a 1 hour

treatment.

To conclude, our results show for the first time that 6-DMAP triggers an
increase of intracellular calcium in Xenopus eggs. This phenomenon is therefore not
restricted to Rhesus monkey oocytes [27] and might be a universal effect of 6-DMAP
on eggs. However we demonstrate that this rise in [Ca®']; is not involved in c-Mos
proteolysis. Indeed, the 6-DMAP-induced degradation of the protein occurred not
only in BAPTA-injected eggs, where no changes in calcium were observed, but also
in oocytes at the GVBD stage, which were insensitive to the calcium ionophore
A23187. This finding is in agreement with a previous report showing at the
cytological level that the effects of 6-DMAP on Xenopus eggs were unaffected by
calcium ions chelation [24]. We suggest that c-Mos proteolysis induced in vivo by

6-DMAP only results from the inhibition of a protein kinase activity involved in
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c-Mos stabilization and thus in CSF maintenance. Phosphorylation on Ser-3 increases
c-Mos stability by inhibiting its recognition by the ubiquitin-degradation pathway
[20]. Ser-16 is also thought to play an important role in c-Mos regulation and may
prevent its proteolysis [32]. Cdkl might be a good candidate for c-Mos stabilization
and the maintenance of CSF activity during metaphase II arrest in Xenopus oocytes.
Indeed, microinjection of oocytes with a kinase-minus cdkl protein blocks c-Mos
accumulation, but it does not affect the rate of c-Mos synthesis following
progesterone addition [33]. Recently, it has been reported that c-Mos could not be
detected following progesterone treatment of oocytes where cdkl was inhibited by
p21°"! microinjection [34]. These results, interpreted as an inhibition of c-Mos
synthesis, might also be due to the synthesis of an unstable form of c-Mos related to
the inhibition of cdkl. Such an hypothesis is in agreement with the fact that, at
fertilization, MPF decreases before CSF activity and that cyclin B proteolysis occurs

earlier than c-Mos degradation [19].
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Figures legends
Figure 1. 6-DMAP induces a calcium increase in matured Xenopus oocytes.

Oocytes treated with 12 mM 6-DMAP exhibited a transitory increase in
calcium (upper trace, representative of 14 oocytes from 3 animals). 12 mM
6-aminopurine (6-AP), an inactive analogue of 6-DMAP, did not trigger any change
in calctum (lower frace, n = 4). Black horizontal line: extent of 6-DMAP application.
Thick gray lines show the non-linear fitting approach used to determine the critical
times for the rise and fall of [Ca*'};. As an average (n = 14, + SEM) the calcium rise

started after 22.7 = 2.1 min, peaked at 32.3 + 1.8 min, and lasted 18.6 = 1.5 min.

Figure 2. Chelation of calcium ions does not prevent c-Mos proteolysis in
6-DMAP-treated oocytes.

A. Calcium measurement.

Matured oocytes were microinjected with a mix of the calcium chelator BAPTA and
of Fura-2. After 1h recovery, microinjected oocytes showing activation were
discarded and unactivated oocytes were treated with 12 mM 6-DMAP. 2.5 mM
BAPTA inhibited the rise in [Ca*']; induced by 6-DMAP (n = 5).

B. Western blot analysis.

In immature oocytes (Prophase I), cyclin B2 was detected as two isoforms, whereas
c-Mos was not present. In matured oocytes (Metaphase II), only the upper
phosphorylated form of cyclin B2 was present and c-Mos was synthesized. In matured
oocytes homogenized 1 h after 6-DMAP treatment, cyclin B2 dephosphorylation and
c-Mos proteolysis were observed. Oocytes microinjected with 2.5 mM BAPTA
showed an immunodetection profile similar to those of metaphase II-arrested oocytes,
even two hours after microinjection. The effects of 6-DMAP were not prevented by
the presence of BAPTA.
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Figure 3. Effects of 6-DMAP and A23187 on Xenopus oocytes at GVBD
stage.

A Cytological Analysis. Maturation was stimulated by 10 uM progesterone
addition. The first pigment rearrangement at the animal pole revealed the GVBD
stage. GVBD was confirmed on histological section : germinal vesicle was disrupted ;
condensed chromosomes and microtubules were found in cytoplasm (n = 10).

Oocytes at GVBD stage were incubated for 1 h with 10 uM A23187 in ND96.
Histological sections showed chromosomes and microtubules in the sub-cortical layer
(45.8%) or in the cytoplasm (37.5%). These A23187-treated oocytes (n = 24) were not
different from untreated controls (n = 10). Addition of 12 mM 6-DMAP for 1 h at
GVBD stage induced formation of nuclear-like structures in 64.3% of the oocytes
(n=14).

B. Western blot analysis. In immature Xenopus oocytes (Prophase I), cdkl was
detected as two isoforms, the upper one corresponding to its inactive phosphorylated-
form; cyclin B2 was also detected as two isoforms, phosphorylated and
dephosphorylated; c-Mos was not detected since its synthesis occurs during
maturation. Oocytes at GVBD stage (r GVBD) showed the dephosphorylated active-
form of cdkl, the phosphorylated isoform of cyclin B2 and c-Mos. These three
proteins were not affected by application of 10 uM A23187 for 1 h (compare t GVBD
+ 1 h and t GVBD A23187). However, 12 mM 6-DMAP applied at GVBD stage (t
GVBD 6-DMAP) triggered cdk] rephosphorylation, cyclin B2 dephosphorylation and

c-Mos disappearance.
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Introduction au travail.

Dans les ovocytes d’amphibien, I’arrét en métaphase II est di a un facteur cytostatique
(CSF) dont I’identité n’est pas encore bien connue. Plusieurs protéines sont impliquées dans
cette activité cytostatique : c-mos (Sagata et coll.,, 1989), MAPK (Haccard et coll., 1993) et
p90™* (Gross et coll., 1999). La MAPK agirait en aval de c-mos et empécherait ’activation du
systéme de dégradation de la cycline B (Abrieu et coll., 1996), conduisant au maintien d’une
activité MPF élevée dans les ovocytes.
Apres la fécondation, les activités CSF et MPF disparaissent rapidement mais I’activité MPF
chute la premiére (Watanabe et coll,, 1989). La disparition de ces deux‘ activités permet

I’émission du second globule polaire et la formation du pronucleus femelle.

Plusieurs protéines-kinases sont actives lors du blocage métaphasique et sont inhibées
lors de la levée de ce blocage. L’état de phosphorylation d’une protéine résulte de 1’équilibre
entre une kinase et une phosphatase. De ce fait, il est possible que certaines phosphatases
soient inactivées lors de 1’arrét métaphasique et qu’elles soient activées pour que le blocage
métaphasique ait lieu. Par conséquent, si un inhibiteur de kinases est capable de lever ce
blocage, un inhibiteur de phosphatases pourrait faire obstacle a cette levée de blocage. En
outre, un inhibiteur de I’APC pourrait étre présent dans les ovocytes d’amphibiens arrétés en
métaphase II (Peters et coll., 1996). L’idgntite’ de cet inhibiteur, qui se lierait & ’APC (Peters
et coll, 1996) reste a déterminer. La régulation de I’activité de cet inhibiteur impliquerait
également une protéine-phosphatase (Abrieu et coll., 1996 ; Vorlaufer et Peters, 1998). La
CaMKII est capable d’induire la dégradation de la cycline B sans inactiver MAPK. Elle
pourrait activer une phosphatase responsable de la déphosphorylation d’un inhibiteur de
PAPC (Abrieu et coll, 1996). L’implication d’une telle protéine-phosphatase reste
hypothétique. La possibilité de I’intervention de la protéine-phosphatase 1 (PP1) a déja été
étudiée : des mutations de la sous-unité catalytique de PP1 entrainent un défaut d’anaphase
chez Drosophila, Aspergillus, les levures bourgeonnantes et fissipares (Doonan et Morris,
1989 ; Okhura et coll., 1989 ; Axton et coll., 1990 ; Hisamoto, 1994). Chez les levures, il a
été démontré que les suppresseurs des mutants de PP1 interagissaient avec les sous-unités de
I’ APC (Ishii et coll,, 1996). Un arrét du cycle cellulaire a aussi été observé dans des cellules
de mammiferes injectées d’anticorps neutralisant anti-PP1 (Fernandez et coll., 1992) ou lors
d’un traitement par 1’acide okadaique, un inhibiteur des protéine-phosphatases PP2A et PP1
(Ghosh et Paaweletz, 1992 ; Vandré et Wills, 1992). Dans les ovocytes de rat activés par la
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puromycine, I’acide okadaique empéche I’inactivation du MPF et provoque méme une
augmentation de Dactivité HI kinase, suggérant I’absence de protéolyse de la cycline B
(Zernicka-Goetz et coll., 1993). De méme, I’acide okadaique inhibe la sortie de métaphase II
induite par I’ionophore calcique dans les ovocytes de porc (Grocholova et coll., 1997). De
plus, la microinjection d’acide okadaique dans les ovocytes d’étoile de mer inhibe la
protéolyse de la cycline B (Picard et coll., 1989). Cependant dans les extraits d’ovocytes
bloqués en métaphase II de Xénope, I’inhibition de PP1 n’empéche pas I’activation de ’APC
ni la dégradation de la cycline B (Vorlaufer et Peters, 1998). Ces résultats suggérent qu’une
ou plusieurs protéines-phosphatases sont impliquées dans la transition métaphase-anaphase.
Nous avons donc utilisé un inhibiteur de protéines tyrosine-phosphatases (PTP), le molybdate
d'ammonium (Kato et coll., 1986 ; Matic et Trakovic, 1986), afin de déterminer si ces

enzymes étaient impliquées dans la levée du blocage métaphasique de I’ovocyte de Xénope.
Résultats et Discussion.

Nous avons constaté que !’injection de molybdate d’ammonium (1,6 mM) inhibe la
formation du pronucleus induite par 1’ionophore calcique. Cependant, le molybdate
d’ammonium n’inhibe pas la formation du pronucleus induite par un inhibiteur de protéines-
kinases, la 6-DMAP. Ce résultat exclut un effet toxique du molybdate d’ammonium qui aurait
pu nuire 3 la formation du pronucleus. Ainsi, une PTP joue un réle important dans la cascade
des événements qui aboutit & la formation du pronucleus. Une étude récente rapporte
également qu’un autre inhibiteur de PTP, I’orthovanadate de sodium, empéche 1’apparition
des signes externes de I’activation des ovocytes de Xénope induite par des spermatozoides
(Sato et coll., 1998).

De maniére a vérifier si I’injection de molybdate d’ammonium n’inhibait pas la libération de
calcium habituellement induite par I’ionophore calcique, nous avons observé si I’exocytose
des granules corticaux se produisait, dans la mesure ou cet événement est directement
influencé par la libération de calcium. L’injection de I’inhibiteur de PTP ne provoque pas
I’exocytose des granules corticaux et n’empéche pas I’exocytose induite par 1’ionophore
calcique. Le molybdate d’ammonium n’inhibe pas I’augmentation du calcium intracellulaire
induite par ’ionophore A23187. En outre, ce résultat suggére que la PTP, impliquée dans la

formation du pronucleus, agit en aval du signal calcique.
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Au niveau moléculaire, I’injection de molybdate d’ammonium seule ne provoque
aucun changement de la mobilité électrophorétique de la sous-unité catalytique du MPF, la
p34°*%, De méme, elle n’affecte pas la stabilité de la cycline B ni celle de mos. La présence
de I’inhibiteur de PTP inhibe donc tous les effets moléculaires observés lors de I’activation
des ovocytes de Xénope induite par I’ionophore calcique. La déphosphorylation de MAPK est
également inhibée, témoignant de [’efficacité du molybdate d’ammonium. La
déphosphorylation de MAPK est effectivement I’étape-clef de son inactivation (Ferell et coll.,
1991). Plusieurs MAPK-phosphatases ont été mises en évidence dans les extraits d’ovocytes
bloqués en métaphase II de Xénope. Une PTP de 47 kDa a été purifiée a partir de fractions
cytosoliques d’ovocytes bloqués en métaphase Il de Xénope (Sarcevic et coll.,, 1993). La
phosphatase XCL100, qui présente une forte homologie avec la CL100 de souris, a été clonée
dans les embryons de Xénope, elle inactive MAPK (Lewis et coll., 1995). L’expression
ectopique d’une CL100, tronquée dans sa partie carboxy-terminale, provoque d’ailleurs
Pinactivation de MAPK et la libération de I’arrét en métaphase (Minshull et coll., 1994). -

En présence de I’inhibiteur de PTP, I’ionophore calcique est donc incapable de provoquer
I'inactivation du MPF. En effet, la cycline B n’est pas dégradée et aucun changement de
mobilité électrophorétique de p34°* n’est observé. De méme, c-mos qui est dégradée lors de
la fécondation ou de I’application d’ionophore calcique, n’est plus dégradé dans ces
conditions. Ainsi, dans les ovocytes injectés de molybdate d’ammonium, les phénoménes de
protéolyse sont inhibés. Par quels mécanismes I’inhibition des PTP empéche-t-elle la
dégradation de la cycline B et de c-mos? Dans les levures bourgeonnantes, une phosphatase a
double spécificité, Cdc14p, est nécessaire a la progression du cycle cellulaire (Taylor et coll.,
1997). Cdcl4p induirait la dégradation des cyclines mitotiques en déphosphorylant
Cdh1/Hctl, dont la fonction est d’activer I’APC (Visintin et coll., 1998 ; Jaspersen et coll.,
1999). Cdh1/Hctl appartient & une famille de protéines contenant un motif répété WD40 dans
leur partie carboxy-terminale, impliquées dans la régulation de I’APC chez les levures et les
eucaryotes. Récemment, Fizzy, homologue au produit du géne fizzy de Drosophila, a été
caractérisé chez le Xénope. Son activité est requise pour I’activation de I’APC, la dégradation
des cyclines A et B, et la ségrégation des chromatides dans les extraits d’ovocytes bloqués en
métaphase II de Xénope (Lorca et coll., 1998). Cependant, aucun membre de la famille de
Cdhl1/Hctl (aussi baptisée Fizzy-related, FZR) n’a été caractérisé chez le Xénope et leur
existence 4 des stades précoces du développement semble incertaine. L’hypothése de
P’implication d’une phosphatase homologue de cdc14 dans la levée de blocage métaphasique

semble peu probable.
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En conclusion, nos résultats montrent que l'ionophore calcique ne provoque pas la
formation de pronucleus lorsque les PTP sont inhibées. Outre l'inhibition de la
déphopshorylation de MAPK, nous avons constaté I'inhibition de la protéolyse de la cycline
B2 et de c-mos. Une protéine tyrosine-phosphatase sensible au molybdate d'ammonium
semble donc impliquée dans la régulation de 'APC et dans les mécanismes moléculaires qui

meénent a I’activation des ovocytes de Xénope.
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Abstract We have studied the effect of a protein tyrosine
phosphatases (PTP) inhibitor on calcium-induced activation of
Xenopus laevis oocytes arrested at metaphase II. Ammonium
molybdate microinjection blocked pronucleus formation follow-
ing A23187 treatment while cortical granules still underwent
exocytosis. Pronuclei still occurred in ammonium molybdate-
injected oocytes following 6-DIVIAP addition. Changes that
usually occurred following A23187 exposure were inhibited in the
presence of ammonium molybdate in the oocyte: MAPK
dephosphorylation, p34°“? rephosphorylation and cyclin B2
and p39™* proteolysis. These results suggest that a PTP is
involved in the activation of the ubiquitin-dependent degradation
machinery.
© 1999 Federation of European Biochemical Societies.

Key words: Qocyte; Calcium; Protein tyrosine phosphatase;
Activation; Xenopus

1. Introduction

Entry into M phase is due to the activation of MPF, a
kinase made up of two subunits: the catalytic subunit
p34°%2 and the regulatory subunit cyclin [4,16]. Exit from
M phase is dependent on MPF inactivation. Cyclin is proteo-
‘lysed by the ubiquitin pathway [10,13] while p34°¢? is dephos-
phorylated on T161 [19]. Ubiquitination of proteins requires a
20S multisubunit complex that has been termed the anaphase-
promoting complex (APC) which targets proteins for destruc-
tion by the 268 proteasome complex [34]. APC is believed to
be the target of a cell cycle-dependent regulation. Degradation
of cyclin B is stimulated in cell-free extracts prepared at in-
terphase by addition of purified MPF [6,19]. The MPF has
therefore been proposed to promote degradation of M phase
cyclins by a mechanism that remains almost tompletely un-
known [18,34].

In Xenopus, metaphase II arrest is due to a cytostatic factor
(CSF) [21]). Although CSF has not yet been purified, the prod-
uct of the protooncogene c-mos (p39™°) [28] and mitogen-
activated protein kinase (MAPK) [12] are thought to be in-
volved in CSF activity. MAPK could mediate the CSF activ-
ity of p39ms by preventing the cyclin degradation pathway
from being turned on and leading to the maintenance of a
high level of MPF activity in the cell [1]. This might be due to
the presence in the egg of an inhibitor acting either on APC
[1] or on ubiquitin-dependent proteolysis [36].

*Corresponding author. Fax: (33) 3-20-43-40-38.
E-mail: stephane.flament@univ lillel.fr

The interaction of the sperm with the egg membrane at
fertilization leads to egg activation. This is mediated by a
transient increase in intracellular calcium which induces cort-
ical granule exocytosis for fertilization membrane formation
as well as release from metaphase II arrest. Following this
increase in calcium, both CSF and MPF activities disappear
but MPF is inactivated before CSF [28,38]. Calcium/calmodu-
lin-dependent protein kinase I (CaMKII) has been shown to
act downstream of intracellular calcium elevation [20.25].
Although p39™® could be cleaved by the protease calpain
[30,37], its proteolysis is thought to occur by the ubiquitin
pathway [26]. MAPK is inactivated but this event is not re-
quired for CaMKII to turn on the cyclin degradation machi-
nery in CSF extracts [1]. This is consistent with the fact that
MAPK is inactivated after cyclin B proteolysis. It was sug-
gested that CaMKII could activate a phosphatase responsible
for the dephosphorylation of an inhibitor of APC [1].

The role of some protein phosphatases has already been
discussed as regulators of the APC. Cyclin B proteolysis has
been found to be inhibited by the microinjection of okadaic
acid (OA) into starfish oocytes [27]. It has recently been re-
ported in Xenopus egg extracts that proteolysis of cyclin B is
prevented by the use of OA, which induces an activity that
inhibits cyclin B ubiquitination [36]. Nevertheless, this activity
is still calctum-sensitive. Taken together, these results indicate
a role for protein phosphatases in the metaphase-anaphase
transition.

However, less is known about the role of protein tyrosine
phosphatases (PTP) in the metaphase-anaphase transition. We
have addressed the question of involvement of these PTP in
the activation of Xenopus metaphase II-arrested oocytes, by
using ammonium molybdate, a PTP inhibitor [15,22]. We re-
port that inhibition of PTP blocks A23187-induced pronu-
cleus formation. At the molecular level, ammonium molyb-
date inhibited not only the dephosphorylation of MAPK but
also the proteolysis of cyclin B and p39™°s. This inhibitory
effect may be due to a PTP implicated in the regulation of the
APC.

2. Materials and methods

2.1. Handling of oocytes and gametes

Adult Xenopus laevis females were purchased from C.R.B.M.
(C.N.R.S., Montpellier France). Full-grown stage VI oocytes [5]
were obtained as previously described [9] and used in ND96 medium
(96 mM NaCl, 2 mM KCI, 1.8 mM CaCl,, | mM MgCl,, 5 mM
HEPES, pH 7.5/NaOH). Progesterone was used overnight at 10 uM
to obtain metaphase Il-arrested oocytes. A23187 (Boehringer Mann-
heim) was used at 10 uM from a stock solution (100 mM) prepared in
DMSO. 6-DMAP (Sigma) was diluted in ND96, and used at 12 mM.

0014-5793/99/%20.00 © 1999 Federation of European Biochemical Societies. All rights reserved.
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This concentration was chosen since it was reported to induce egg
activation within 30 min [39]. All experiments were performed at
20°C and at least in triplicate.

2.2, Microinjections

The PTP inhibitor ammonium molybdate [15,22] (Sigma) was mi-
croinjected into in vitro matured oocytes, by the use of a positive
displacement digital micropipette (Nichiryo) in a calcium-limited me-
dium (CaLM: 120 mM NaCl, 7.5 mM KCI, 22.5 mM HEPES. 400
uM EDTA, 500 uM MgSOy, 150 uM CaCly, pH 7.4), in order to
prevent activation due to pricking [39]. After injection of ammontum
molybdate (1.6 mM final), the oocytes were allowed to heal for 15 min
in this. medium, and then incubated for 45 min in ND96 for the
ammonium molybdate to diffuse throughout the oocytes, before treat-
ment with A23187 or 6-DMAP.

2.3. Cytological analysis

Oocytes were fixed overnight in Smith’s fixative, sectioned and
stained with nuclear red to detect nuclei and chromosomes, and
with picroindigo carmine which reveals cytoplasmic structures [9).

In order to detect cortical granule exocytosis, oocytes were fixed in
ND96 medium pH 7.5 containing 2.5% glutaraldehyde, after cutting
into two parts to improve fixation. They were then dehydrated in a
graded series of acetone, embedded in EMbed 812 and sectioned with
a Reichert OmU2 ultramicrotome (Reichert, Vienna, Austria). Sec-
tions (1 um thick) were stained with a 0.1% toluidine blue solution.

2.4. Electrophoresis and Western blotting

Oocytes (20 per batch) were homogenized in homogenization buffer
[2] and centrifuged for 10 min at 10000X g (4°C) to eliminate yolk
platelets. Supernatants were then incubated at 4°C for 30 min, under
constant rotation with 10 ul p9*¥Shs!_Sepharose beads. After a brief
centrifugation, one volume of 2X Laemmli sample buffer was added
to one volume of supernatant for p39™°* and MAPK analysis. Beads
were washed three times with ice-cold bead buffer [2] and treated with
2X Laemmli sample buffer for detection of p34°®? and cyclin B2.
Oocyte proteins were denatured by heating the mixture (100°C,
S min) and then separated by 10% SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE). In the particular case of MAPK immunode-
tection, proteins were resolved by 15% SDS-PAGE (prepared from a
stock solution containing 29.82% acrylamide/0.18% bisacrylamide).
Such gels allowed a good discrimination between active and inactive
MAPK [3]. Separated proteins were subjected to Western blot analysis
as previously reported [9]. p34°®? was detected using the monoclonal
antibody A17 [I1] (1/1000 in TBS). MAPK was detected using the
anti-Erk2 monoclonal antibody D-2 (Santa Cruz Biotechnology, Hei-
delberg, Germany) (1/2500 in TBS). Cyclin B2 was detected using the
monoclonal antibody X121 diluted at 1/1000 in TBS. p39™* was
detected using the rabbit polyclonal antibody C-237 (Santa Cruz Bio-
technology, Heidelberg, Germany), 1/1000 in TBS.

3. Results and discussion

3.1. Cyrological analysis of ammonium molybdate-injected
oocytes

The results of this analysis are summarized in Fig. 1. A
pronucleus was observed in 100% of the in vitro matured
oocytes that had been exposed to calcium ionophore
A23187 (10 uM) or 6-DMAP (12 mM) for 60 min. Ammo-
nium molybdate microinjection itself did not trigger activation
of the oocytes. When treated by calcium ionophore, 14% of
oocytes microinjected (n=14) showed pronucleus formation.
Ammonium molybdate did not block pronucleus formation
induced by 6-DMAP, since pronuclei were found in 70% of
the oocytes (n=10).

This result showing that ammonium molybdate inhibits cal-
cium-induced pronucleus formation suggests that PTP play an
important role in the cascade of events leading to pronucleus
formation. This confirms a recent report indicating that inhi-
bition of PTP with sodium orthovanadate leads to disruption
of sperm-induced Xenopus egg activation [31], even if these
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Fig. 1. Pronucleus formation after treatment with A23187 or
6-DMAP of metaphase H-arrested oocytes previously injected with
ammonium molybdate. Oocytes were injected or not with ammo-
nium molybdate and 1 h later they were incubated for | h in con-
trol or test solutions. Results are expressed as percentage of oocytes
showing a pronucleus on the histological sections. No pronuclei
were found in matured oocytes, even 2 h after the injection of am-
monium molybdate. Matured oocytes showed a pronucleus in all
cases when analyzed after | h of A23187 or 6-DMAP exposure. In
the presence of the PTP inhibitor, only 14% (n=14) of the A23187-
treated oocytes showed a pronucleus whereas such a structure was
found in 70% (n=10) of the 6-DMAP-treated oocytes.

authors observed only cortical reaction without pronucleus
analysis. )

One might argue that the lack of pronucleus might be due
to a toxic effect of the drug. However, this does not seem to
be the case since 6-DMAP, a kinase inhibitor able to activate
Xenopus eggs in the absence of calcium changes [39], induced
pronucleus formation in these injected oocytes.

Another explanation might be that the calcium increase
could not occur in these injected oocytes. Since cortical gran-
ule exocytosis is a reliable event associated with calcium
changes in the egg, we analyzed the cortical granule content
of in vitro matured oocytes. In control oocytes, cortical gran-
ules were located under the plasma membrane (Fig. 2A), while
these granules underwent exocytosis after A23187 treatment
(Fig. 2B). Ammonium molybdate injection itself did not trig-
ger cortical granule exocytosis (Fig. 2C). The presence of the
PTP inhibitor did not block exocytosis induced by the calcium
ionophore (Fig. 2D). The vitelline envelope was not present
on the sections because oocytes were cut into two halves to
aid fixation. The fact that cortical granule exocytosis still oc-
curred in oocytes injected with ammonium molybdate follow-
ing A23187 addition demonstrated that the PTP inhibitor did
not prevent the increase in intracellular calcium.

3.2. Analysis of MPF and CSF in ammonium molybdate-
injected oocytes

First, phosphorylation states of p34°®> and MAPK were
analyzed. p34°> may appear as two forms on Western blots:
the slow migrating band is inactive and phosphorylated on
three residues (Thr-14, Tyr-15 and Thr-161), the fast migrat-
ing band is either unphosphorylated and inactive or mono-
phosphorylated (Thr-161) and active [32]. Two forms of
MAPK may also be detected: an active tyrosine phosphoryl-
ated form and an unphosphorylated faster migrating inactive
form [24].

Immature oocytes contain two forms of p34°“? and the
dephosphorylated form of MAPK whereas matured oocytes
contain only the fast migrating band for p34°? and the slow
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Fig. 2. Sections of matured oocytes showing cortical granule content following ammonium molybdate microinjection and treatment with
A23187. In vitro matured oocytes were injected or not with ammonium molybdate and [ h later, they were treated or not with A23187 for 20
min. Cortical granules (CG) appeared located under the plasma membrane in control metaphase Il-arrested oocytes (A) as well as in oocytes
injected with ammonium molybdate (C). A23187 induced CG exocytosis in matured oocytes (B) even in the presence of ammonium molybdate
(D) (X 1000). The vitelline envelope is not observed on the sections due to its loss following the cutting of the oocytes into two halves to im-

prove fixation.

migrating band for MAPK (Fig. 3). In metaphase IT-arrested
oocytes previously injected with ammonium molybdate, calci-
um ionophore failed to induce changes in the immunodetec-
tion profiles of p34%c? and MAPK (Fig. 3).

Ammonium molybdate inhibited calcium-induced dephos-
phorylation of MAPK, providing efficiency of its inhibitory
action. Indeed, it is well-known that tyrosine dephosphoryla-
tion of MAPK is a key event for its inactivation [7]. MAPK
phosphatases have been found in Xenopus egg extracts: an
uncharacterized 47 kDa PTP was purified from the cytosolic
fraction of Xenopus eggs [29], and XCL100, close to the
mouse homologue CL100, has been cloned in Xenopus em-
bryos and shown to inactivate MAPK [17]. In metaphase II-
arrested extracts of Xenopus eggs, ectopic overexpression of a
C-terminally truncated form of CLI00 results in premature
inactivation of MAPK and exit from metaphase arrest [23].

The role of MAPK in the metaphase II arrest has recently
been discussed. MAPK has been shown to prevent the cyclin
B degradation rather than to inhibit it [1]. Indeed, in meta-
phase Il-arrested oocytes extracts, CaMKII is able to release
metaphase block, and to trigger cyclin degradation without
inactivation of MAPK. This is consistent with the fact that
MAPK inactivation does not occur earlier than 20-30 min
after fertilization, which is well after cyclin degradation [1].

So we focused on the proteolysis of the components of
MPF and CSF. When calcium ionophore A23187 was applied
on matured oocytes, cyclin B2 was degraded in the first min-
utes and was not detected on the Western blots performed
after 20 min. The kinase p39™° was not detected on the West-
ern blots performed after a 60 min A23187 exposure (Fig. 3).
PTP inhibition by itself did not affect the stability of the two
proteins (Fig. 3). In homogenates of oocytes exposed for
20 min to 10 pM A23187 after ammonium molybdate injec-
tion, cyclin B2 and p39™* were still detected (Fig. 3).

i
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Fig. 3. Western blot analysis of p34°2, p39™s MAPK and cyclin
B2 in metaphase 1l-arrested oocytes microinjected with ammonium
molybdate and treated with A23187. Metaphase II-arrested oocytes
were injected or not with ammonium molybdate and 1 h later they
were treated or not with A23187. Analyses were performed after
20 min for cyclin B2 and after 60 min for the other proteins. In ho-
mogenates from immature oocytes (I), we observed two forms of
p349c2 the absence of p39™°, the dephosphorylated form of MAPK
and two cyclin B2 isoforms. In matured oocytes (M), we found the
fast migrating form of p34°%2 p39mos which was synthesized in re-
sponse to progesterone. the phosphorylated active form of MAPK
and the phosphorylated form of cyclin B2. Microinjection of the
PTP inhibitor alone did not modify these profiles. Treatment with
10 uM A23187 induced rephosphorylation of p34°%? degradation
of p39mes, dephosphorylation of MAPK and degradation of cyclin
B2. These changes failed to occur when A23187 was applied on 0o0-
cytes previously microinjected with the PTP inhibitor.
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Why are these oocytes unable to carry out the proteolysis of
cyclin B2 and P39 when PTP arc inhibited? In the budding
yeast Suaccharomyces cerevisiae, Cdcldp, a dual specificity
PTP, is required for cell cycle progression [33]. Cdcl4p mu-
tants. arrested in latc mitosis, expressed a phenotype similar
to that of cells expressing a non-degradable form of mitotic
cyclins [8]. It has been proposed that Cdcl4p induces degra-
dation of mitotic cyclins through dephosphorylation of Cdhl/
Hctl, the function of which is to activate APC [14,35]. Cdhl/
Hctl belongs to a family of proteins containing seven WD-40
repeats in their C-termini, involved in the regulation of the
ubiquitin-proteasome pathway in both yeast and eukaryotes.
A similar explanation might be proposed in Xenopus oocytes
in which a PTP might be located downstream of calcium and
CaMKII and upstream of APC.

In conclusion, our study shows that the calcium ionophore
A23187 cannot induce pronucleus formation when PTP are
inhibited. Since this effect is mediated not only by the inhib-
ition of MAPK dephosphorylation but also by the inhibition
of cyclin B2 and p39™® proteolysis, we suggest that a PTP
sensitive to ammonium molybdate is involved in APC regu-
lation. The identification of this enzyme could be of great
interest for the understanding of cell cycle regulation.
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Au terme de la maturation, les ovocytes de Xénope subissent un deuxiéme blocage, en
métaphase de deuxi¢éme division de méiose. Cet arrét physiologique est dépendant de
Pactivité de plusieurs protéines kinases. L’activité du MPF, responsable de ’entrée et de la
sortie de phase M, est maintenue dans les ovocytes de Xénope arrétés en métaphase II. Le
maintien de cette activité dans la cellule est permise par un facteur cytostatique (CSF), et
empéche la transition métaphase-anaphase. La principale protéine-kinase impliquée dans cette
activité CSF est la sérine-thréonine kinase c-mos, située en amont de la voie MAPK. Les
mécanismes par lesquels la voie c-mos-MAPK parvient & bloquer I’ovocyte ne sont que trés
partiellement compris : elle agirait en inhibant la dégradation de la cycline B.

Afin de déterminer les roles respectifs de c-mos et du MPF dans le maintien de I’arrét
en métaphase II des ovocytes de Xénope, nous avons utilisé des inhibiteurs spécifiques de
p34°%2, L’olomoucine et la roscovitine sont deux inhibiteurs spécifiques de cdc2, cdk2 et
cdkS dont nous avons caractérisé les effets sur la transition G2/M et sur le blocage de la
transition métaphase-anaphase des ovocytes de Xénope. Si ces inhibiteurs se sont révélés
efficaces pour inhiber la maturation induite par la progestérone, ils se sont en revanche avérés
inefficaces pour lever le blocage en métaphase II lorsqu’ils sont appliqués dans le milieu
externe. La microinjection de ces inhibiteurs dans des ovocytes bloqués en métaphase II est
capable de lever ce blocage mais dans des pourcentages qui n’excédent pas 45%. Ainsi, méme
si ’olomoucine et la roscovitine montrent une trés grande sélectivité in vitro, de nombreux
effets cellulaires affectent leur sélectivité in vivo. En I’occurrence, les ovocytes bloqués en
métaphase II sont trés peu perméables a ces inhibiteurs spécifiques de cdk. Au contraire de la
6-DMAP, ces outils se sont donc révélés peu maniables in vivo, dans 1’étude de la levée de

blocage métaphasique des ovocytes de Xénope (Publication 1).

La disparition de c-mos lors de la levée du blocage métaphasique pourrait étre due a
'inhibition du MPF (Singh et Arlinghaus, 1992), qui survient d’ailleurs avant 1’inactivation
du CSF et la dégradation de c-mos, tant chez les amphibiens (Watanabe et coll., 1991) que
chez les mammiferes (Weber et coll., 1991). Le modéle qui émerge propose que c-mos
stabilise le MPF en inhibant la dégradation des cyclines par le biais de MAPK et que le MPF
stabilise en retour c-mos (Figure 19). La déstabilisation ou l’inactivation de ’un des
composants de ce cycle entraine I’inactivation de 1’autre composant. Ce modéle semble étayé

par plusieurs autres observations. c-mos est phosphorylé de maniére maximale dans les
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ovocytes bloqués en métaphase II, dans lesquels I’activité MPF est élevée. v-mos peut étre
phosphorylé par le MPF sur un site qui est conservé dans toutes les séquences de c-mos.
Certains résultats plaident en faveur de I’implication du MPF dans le maintien de I’activité et
de I’accumulation de c-mos lors de la maturation (Nebreda et coll., 1995 ; Ballantyne et coll.,
1997 ; Franck-Vaillant et coll., 1999). Enfin, comme le MPF (Bailly et coll., 1989), c-mos se
localise au niveau des microtubules, ce qui donne une base structurale & ce modele de
régulation mutuelle entre c-mos et le MPF,

Nos résultats confortent ce modéle et s’ajoutent aux données déja recueillies. La 6-DMAP, un
inhibiteur de protéines-kinases a large spectre est capable de lever le blocage métaphasique
des ovocytes d’amphibien (Xenopus laevis, Zhang et Masui, 1992 ; Cynops pyrrhogaster,
Iwao et Masui, 1995). Cependant, les effets de cet inhibiteur de protéines-kinases sur le
blocage en métaphase II n’avaient pas été caractérisés au niveau moléculaire. Ainsi, méme si
la 6-DMAP et ’ionophore calcique sont capables de provoquer la formation d’un pronucleus
dans les ovocytes de Xénope, les mécanismes qui sous-tendent la levée du blocage
métaphasique sont différents. L’activation des ovocytes de Xénope, induite par 1’ionophore
calcique, est caractérisée par une chute brutale de 1’activité MPF, principalement due a la
protéolyse de la cycline B dés les premiéres minutes du traitement. Elle est suivie par
I'inactivation de MAPK et la protéolyse de c-mos. Par contre, la 6-DMAP induit une
diminution rapide des activités MAPK et MPF. L’inactivation de MAPK ne requiert pas sa
déphosphorylation et la chute de I’activité MPF n’est pas liée & la dégradation des cyclines B.
En dépit de cette absence de protéolyse des cycline B, nous avons été surpris de constater que
c-mos était dégradé lors de la levée de blocage métaphasique induite par la 6-DMAP
(publication 2). L’inhibition des kinases par la 6-DMAP entraine I’inactivation du MPF et la
dégradation de c-mos.

Nous avons tenté de déterminer le mécanisme responsable de la protéolyse de c-mos induite
par la 6-DMAP. Des travaux menés chez le singe Rhésus avaient montré une augmentation de
calcium dans les ovocytes traités par la 6-DMAP (Wu et coll., 1996). Nous avons mesuré la
concentration de calcium intracellulaire des ovocytes de Xénope et nous avons constaté que la
6-DMAP induit une augmentation transitoire de calcium lorsqu’elle est appliquée sur des
ovocytes de Xénope bloqués en métaphase II. Cette libération de calcium ne semble
cependant pas impliquée dans la formation du pronucleus et la dégradation de c-mos induites
par la 6-DMAP. En effet, la 6-DMAP est capable de provoquer ces événements au stade de la
rupture de I’enveloppe nucléaire, stade ou les ovocytes sont insensibles 4 ’action du calcium.

De plus, la chélation des ions calcium dans des ovocytes bloqués en métaphase II n’empéche
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Figure 19 : Hypothése concernant la cascade d’événements survenant lors de
Pactivation des ovocytes bloqués en métaphase II de Xénope

Notre étude nous améne a proposer ce modele qui précise celui de la figure 14 : lors de I’arrét
en métaphase II, le MPF stabilise I’activit¢ CSF en maintenant c-mos sous forme
phosphorylée non dégradable. Cet équilibre conduit au maintien d’une activité MPF élevée
dans la cellule et empéche la sortie de phase M. Lors de la fécondation, I’augmentation de
calcium active la CaMKII. Une protéine tyrosine-phosphatase activée par la CamKII
permettrait la levée d’une inhibition sur les mécanismes de protéolyse. Cela entraine la
protéolyse de la cycline B. Le MPF est inactivé et ne peut plus phosphoryler c-mos, celui-ci
est dégradé et I’activité CSF chute.
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pas la formation du pronucleus, et la dégradation de c-mos induite par la 6-DMAP. Cette
dégradation est indépendante du calcium et semble donc exclusivement due a Pinhibition des

kinases induite par la 6-DMAP (Publication 3).

De méme, les mécanismes qui permettent I’inactivation du MPF lors de la
fécondation sont peu connus. Lors de la fécondation, I’inactivation du MPF se produit en
présence d’une activité détectable de CSF. Ainsi, la protéolyse de la cycline B se réalise
indépendamment de Dactivité MAPK. Celle-ci empéchait auparavant I’activation de la voie
de dégradation des cyclines B lors de I’arrét en métaphase. L’activation de la voie de
dégradation de la cycline B est dépendante de la régulation de I’APC. Cette ubiquitine-ligase
est régulée par I’état de phosphorylation de certaines sous-unités telles que cdc27, et par sa
liaison a d’autres protéines, notamment a un inhibiteur dont I’identité reste a préciser (Peters
et coll., 1996). La régulation de cet inhibiteur pourrait étre effectuée par une protéine-
phosphatase, qui se situerait en aval de la CaMKII (Abrieu et coll., 1996).

Les mécanismes par lesquels les événements ioniques de la fécondation, et plus
particuliérement, 1’augmentation de calcium intracellulaire, affectent le MPF et le CSF restent
obscurs. Plusieurs études ont souligné 1’importance des protéines-phosphatases dans cette
cascade d’événements. Certaines protéines-phosphatases constitueraient les chainons
manquants entre I’augmentation de calcium, I’activation de la CaMKII et I’inactivation du
MPF ainsi que celle du CSF. Nous avons voulu tester ’hypothése de I’implication d’une
protéine-tyrosine phosphatase (PTP) en aval du signal calcique qui permet la levée du blocage
métaphasique des ovocytes de Xénope. Nous avons employé un inhibiteur de protéines
tyrosine-phosphatases, le molybdate d'ammonium. Sans entraver la libération de calcium
induite par I’ionophore calcique, le molybdate d’ammonium s’est avéré capable d’inhiber les
événements moléculaires induits lors de la levée de blocage métaphasique. En effet, outre
I’inhibition de la déphosphorylation de MAPK, ni la rephosphorylation de p34°d°2, ni les
protéolyses de la cycline B et de c-mos ne se produisent en présence de cet inhibiteur de PTP.
Une protéine tyrosine-phosphatase serait donc impliquée en aval du signal calcique, dans la
régulation de I’APC (Publication 4).

L’ensemble de ces résultats nous améne & proposer I’hypothése présentée dans la -
figure 19, et souléve un certain nombre de questions. L’identification de la protéine tyrosine-
phosphatase impliquée dans la levée du blocage métaphasique devrait permettre la mise a jour
de nouveaux mécanismes de régulation de ’APC et des voies de protéolyse. De méme,

I’identification des protéines-kinases impliquées dans la libération de calcium induite par la 6-
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DMAP, permettra sans doute de mieux comprendre les mécanismes de régulation des
oscillations calciques, au cours des divisions embryonnaires et dans les cellules somatiques.
Par ailleurs, il est important de tester le modéle de stabilisation de c-mos par p34°*2, Des

4°2 te] que le Purvalanol A ou p21°®', ainsi que des anticorps

inhibiteurs spécifiques de p3
monoclonaux dirigés contre p34°d°2, pourraient étre avantageusement employés pour étudier
le blocage métaphasique des ovocytes de Xénope. Ils permettraient de déterminer si la

4°%2 54 non. Il serait

stabilité de c-mos lors de I’arrét en métaphase II est dépendante de p3
indispensable de déterminer le mécanisme impliqué dans la dégradation de c-mos. Celui-ci
pourrait étre étudié dans des extraits d’ovocytes bloqués en métaphase II de Xénope déplétés

en APC ou grice a I’emploi d’inhibiteurs du systéme d’ubiquiﬁnation.

A plus long terme, ce projet pourrait permettre d’accéder a une meilleure connaissance
de la régulation des effecteurs moléculaires de I’arrét métaphasique et & I’identification de
nouvelles molécules responsables de la levée de blocage métaphasique. Ces résultats
pourraient ouvrir de nouvelles perspectives en thérapie anticancéreuse. Le MPF étant un
facteur universel de I’entrée et de la sortie de phase M hautement conservé dans I’évolution,
cette étude pourra étre étendue a d’autres modéles. Aussi, les molécules responsables de
l'activité cytostatique pourraient servir a la mise au point de mimétiques capables de bloquer
la prolifération. L’identification de nouvelles molécules responsables de la levée de blocage

métaphasique pourrait permettre de réaliser de nouveaux inhibiteurs.
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Summary

We have recently shown that the incubation of Xenopus laevis oocytes in procaine-containing solutions
induced germinal vesicle breakdown without white spot formation and, in some cases, with the
appearance of spindle and chromosomes in the cytoplasm. The present study was performed to
determine whether M-phase promoting factor was involved in this unusual maturation. Procaine failed
to induce maturation in the presence of 6-dimethylamino purine or roscovitine, which are both known
to inhibit p34°®? kinase. Histone H1 kinase activity was detected in cgrocaine—treated oocytes but it was
always lower than in progesterone-treated controls. A shift in p34°*“ was observed in oocytes that had
been exposed to procaine for 16 h, but it was not detected in those exposed for 24 h. Finally, cytoplasm
transfer experiments demonstrated that the maturation promoting activity that occurred in oocytes
incubated in procaine for 16 h could induce maturation of recipient stage VI oocytes. This transferable
activity was weaker than that from progesterone-treated controls since only 30% of the recipients
underwent germinal vesicle breakdown and only a few spindles were observed, which were not always
correctly located. Taken together these results demonstrate that M-phase promoting factor is involved
in the procaine maturing effect despite some differences compared with progesterone-treated oocytes
which might explain the particular type of maturation induced by this substance. The discovery of the
mechanisms by which procaine is able to activate M-phase promoting factor might now help in the

understanding of some steps in progesterone-induced maturation that have still to be elucidated.

Keywords: Intracellular pH, Maturation, MPF, Procaine, Xenopus oocyte

Introduction

In response to progesterone, prophase-I-arrested
oocytes of Xenopus laevis undergo maturation. The
germinal vesicle first moves towards the animal pole,
thus creating the classical white spot. This is followed
by germinal vesicle breakdown (GVBD) and then
spindle and chromosomes appear close to the plasma
membrane. The formation of the first polar body
signifies completion of meiosis I and the cell arrest at
metaphase of meiosis II (Hausen & Riebesell, 1991).

All correspondence to: Stéphane Flament, Centre de Biologie
Cellulaire, Unité de Dynamique des cellules embryonnaires
et cancéreuses, Laboratoire de Biologie du Développement,
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neuve d’Ascq cedex, France. Telephone: +33 20-43-68-67.
Fax: +33 20-43-40-38. e-mail: jean-pierre.vilain@univ-lillel.fr.

One of the changes induced by progesterone stimu-
lation is the activation of M-phase promoting factor
(MPF), which has been extensivel‘}/ studied (King et al.,
1994). MPF is a complex of p34°“ (catalytic subunit)
and cyclin B (regulatory subunit) (Masui, 1992). MPF
is regulated by p34°®* which is activated by phos-
phorylation of Thr161 and dephosphorylation of
Thr14/Tyr15 (Solomon, 1993). Dephosphorylation
produces a shift in the electrophoretic mobility of
p34°42 that allows the discrimination between inactive
and active forms on western blots (Nebreda & Hunt,
1993; Atherton-Fessler et al., 1994). It is the phosphor-
ylation of several targets by activated MPF that initi-
ates the cytological events of meiosis. For instance,
phorphorylation of lamins allows GVBD to occur,
phosphorylation of microtubule-associated proteins is
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involved in cytoskeleton reorganisation, while the
phorphorylation of histone H1 may participate in
chromosome condensation (Kishimoto, 1994). Among
the targets of MPF, histone H1 has been chosen to
demonstrate and quantify MPF activity.

However, MPF activation is a late event in the time
course of oocyte maturation. Indeed, it occurs at 0.4
GVBDsp (40% of the time required for half the re-
sponding oocytes to undergo GVBD; Stith & Maller,
1984). Among early events, a transient increase in
intracellular pH (pH;) has been described (Lee &
Steinhardt, 1981). Maturing oocytes alkalinise by an
average 0.2-0.4pH unit at 0.2 GVBDsp, then pH;
decreases again close to its original value just before
GVBD. This is probably the result of an up-regulation
of the Na*/H" antiporter in which the p39™° kinase
seems to be involved (Rezai et al., 1994).

Using a systematic cytological study of buffer-in-
jected Xenopus oocytes incubated with or without
progesterone, we have recently shown that although
the increase in pH; was not able to induce maturation,
it was involved in the migration of the germinal
vesicle towards the animal pole (Flament et al., 1996).
We also demonstrated that procaine, a local anaes-
thetic which has been shown to alkalinise oocyte
cytoplasm (Houle & Wasserman, 1983), induced not
only GVBD but also spindle formation and chromo-
some condensation (Flament et al., 1996). However,
spindles were always ectopic since they were always
located far from the plasma membrane.

The present study was performed to determine the
mechanism by which procaine induces this particular
type of maturation. We were especially interested in
the relationship between procaine and MPF. This
question was addressed by the use of MPF inhibitors
as well as H1 kinase assays and immunoblotting with
anti-p34°4? antibodies. Moreover, cytoplasm injection
experiments were performed to specify the transfer-
able property of the maturing effect of procaine. Our
results show that a transient MPF activation is in-
volved in the unusual maturation induced by pro-
zaine.

Materials and methods

Handling of oocytes

Adult Xenopus laevis females were purchased from
ZRBM (CNRS, Montpellier, France). They were not
rrimed with any gonadotrophins. After anaesthesia
wvith 1g/1 MS222 (Sandoz), ovarian lobes were surgi-
:ally removed and placed in ND96 medium (96 mM
NaCl, 2mM KCl], 1.8 mM CaCl,, 1mM MgCl,, 5mM
Jepes/NaOH, pH?7.5). Full-grown stage VI oocytes
Dumont, 1972) were obtained by defolliculation using
t Lh incubation in 1 mg/ml collagenase A (Boehringer

Mannheim). Oocytes were stored at 12°C in ND96
medium.

Experimental conditions

Oocytes were incubated at 20°C in test or control
media. Test solutions were prepared in ND96 medium
by substituting 10mM NaCl with 10 mM procaine-
HCl (Sigma) (no progesterone was added during
procaine incubations). We chose to work with pro-
caine solutions of pHB8.5 since procaine action is
higher at this pH than at pH7.5 (Flament et al., 1996).
Analyses were performed after 8, 16 and 24h of
incubation because these times had been used in our
previous cytological studies (Flament et al., 1996).
Control solutions consisted of ND96 pH 8.5 (negative
control), or ND9 containing 10 uM progesterone
(Sigma) (positive control).

Oocytes were also incubated in ND96 containing
either roscovitine (1/1000 from a stock solution at
50mM in dimethyl sulphoxide (DMSO)) or 6-di-
methylamino purine (6-DMAP) (Sigma) (which was
diluted at 1mM from a 100mM stock solution in
ND96). After 1h the oocytes were incubated in pro-
caine 10 mM pH 8.5 containing the same concentration
of either roscovitine or 6-DMAP. Control oocytes were
also treated with DMSO (1/1000).

Cytoplasm taken from donor oocytes treated with
procaine for various periods of time was microinjected
into immature recipient oocytes at a constant volume
of 30nl per oocyte by the use of a positive displace-
ment digital micropipette (Nichiryo).

Maturation analysis

Maturation analysis was performed by white spot
detection and by microscopical examination after dis-
section of boiled oocytes (100 °C, 3 min).

For cytoplasm injection experiments, donors and
recipients were cytologically analysed. Oocytes were
fixed overnight in Smith’s fixative, dehydrated and
embedded in paraffin. Sections (7 pum thickness) were
stained with nuclear red for detecting nuclei and
chromosomes, and with picroindigo carmine to reveal
cytoplasmic structures.

Purification by chromatography on p9CKShsl_
sepharose beads

Batches of 20 oocytes were homogenised on ice in
200 1l of homogenisation buffer (containing protease
and phosphatase inhibitors), prepared as described by
Azzi et al. (1994). Homogenates were centrifuged at
13000 rpm (10000 g) at 4°C for 10 min. Supernatants
free of yolk platelets were collected (180 pl per batch).
Five microlitres was kept for H1 kinase assays and
counted as described later, while 150 ul was trans-
ferred to Eppendorf tubes containing 10 ul of p9<*shsl-
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sepharose beads along with 400 ul of bead buffer and
220 ul of buffer C (Azzi et al,, 1994). The tubes were
kept under constant rotation at 4 °C for 30 min. After a
brief centrifugation at 13000 rpm and removal of the
supernatant, the beads were washed three times with
bead buffer (Azzi et al., 1994) and used either for
immunoblotting analysis or for autoradiography fol-
lowing kinase assay.

Protein kinase assays

Oocytes homogenate supernatant (5 pl) was incubated
for 10 min at 30°C with 15uM [y*’P]ATP (4500 mCi/
mmol; 10 uCi/ul) in the presence of histone H1 (5mg/
ml in buffer C) in a final volume of 30 ul. Assays were
terminated by cooling the tubes on ice and 25pl
aliquots of supernatant were spotted onto Whatman
P-81 phosphocellulose paper. After five washes in 1%
phosphoric acid, the wet filters were transferred into
plastic scintillation vials containing 4 ml of scintillation
fluid (Aquasafe 300 plus, Zinsser analytic). Counting
was performed in a LKB counter. Kinase activities
were expressed in picomoles of phosphate incorpo-
rated in histone H1 per 5 pl of supernatant per 10 min.

Kinase assays were also performed with 10ul of
packed p9“**r!.sepharose beads loaded with oocyte
homogenate supernatants. After 10min at 30°C, 30 pl
of 2x Laemmli sample buffer was added and the
solution boiled for 10 min. [*’*P]phosphate incorpora-
tion was estimated by autoradiography after SDS-
PAGE.

Electrophoresis and western blotting

Once purified on p9<¥Shsl_sepharose beads and treated
with the 2x Laemmli solution, samples were loaded
onto 10% polyacrylamide gels and allowed to run
overnight. Separated proteins were transferred onto
nitrocellulose sheets (Schleicher & Schuell) using a
semi-dry apparatus. After staining with Ponceau S
(Sigma), nitrocellulose sheets were incubated for 1h in
5% lowfat milk in TNT (Tris 15mM, NaCl 150 mM,
Tween 0.05%, pH8). The sheets were then washed
with TNT and incubated for 2h with anti-p34°9<?
monoclonal antibody A17 at a concentration of 10 pug/
ml in TNT (Goodger et al., 1996). After three washes in
TNT, horseradish-peroxidase-coupled rabbit anti-
mouse IgG antiserum was added for 1h (1/200 in
TNT). Horseradish peroxidase was detected with
either chemoluminescence (ECL, Amersham Corp.) or
4-chloro-1-naphthol (Sigma) after three washes in TNT
and TBS (Tris 10mM, NaCl 150 mM, pH7.5).

Statistics

The results are expressed as the mean + SD. The
significance of the difference between means of groups

was tested using Student’s t-test. Observed counts
were compared using the chi-squared analysis of con-
tingency tables or the Fisher exact test.

Results

p34°4? inhibitors

6-DMAP has been shown to inhibit p34°? kinase
(Meijer & Pondaven, 1988) and, at a concentration of
1mM, totally inhibits progesterone-induced oocyte
maturation (Jessus et al., 1991). In our hands, 6-DMAP
(1 mM) gave similar results on progesterone-induced
maturation (not shown). When Xenopus oocytes were
incubated in ND96 containing 1 mM 6-DMAP for 1h
prior to incubation in procaine 10mM pH8.5 con-
taining the same concentration of 6-DMAP, we failed
to observe GVBD, even after 24h of incubation (Table
1). The results obtained with procaine-treated control
oocytes (Table 1) were similar to those described
previously (Flament et al., 1996).

We also used roscovitine, a much more specific
inhibitor of cdc2 than 6-DMAP (L. Meijer et al., un-
published results; W.F. Azevedo et al., unpublished
results). Roscovitine at various concentrations 0—-50 uM
was added to ND96 1 h prior to progesterone addition.
When the progesterone was added, we observed a
decrease in the rate of GVBD when the concentration
of inhibitor was higher than 10pM (Fig. 1). The
concentration that inhibited 50% of GVBD was 19 uM
roscovitine. We chose 50 uM to assess the effect of
roscovitine on procaine-induced maturation because,
at this concentration, roscovitine strongly inhibited
procaine-induced maturation of Xenopus oocytes
(Table 1). Inhibition by 6-DMAP was stronger than

Table1 Effect of 6-DMAP and roscovitine on procaine-
incubated oocytes

Procaine 16h 24h

10mM pH8.5

incubation medium Total GVBD  Total GVBD
+ND96 60 25 60 44
+6-DMAP 1 mM 60 0 60 0
+DMSO 60 29 60 39
+Roscovitine 50 uM 60 3 60 5

Pooled numbers of oocytes from three animals each batch
containing 20 oocytes. Oocytes were exposed for 1 h to ND96
containing either 1mM 6-DMAP or 50 uM roscovitine and
then oocytes were transferred into procaine solution with the
same amount of added inhibitor for 16h or 24h. ND96 and
DMSO were used as controls since they were respectively
the vehicle of 6-DMAP and roscovitine. GVBD was assessed
by dissection of the oocytes after boiling.
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that produced by roscovitine (after 24h, 0 oocytes
showed GVBD in the presence of 6-DMAP vs 8.3%
with roscovitine). The percentage of oocytes showing
GVBD was not significantly different between control
oocytes exposed to procaine with DMSO and pro-
caine-treated ones (48.3 £20.2 and 41.7 +10.6, respec-
tively, after 16 h; 65+ 11.1 and 73.3 +19.9, respectively,
after 24 h). Control oocytes incubated in ND96 alone
did not show spontaneous maturation; oocytes
exposed overnight to 10uM progesterone without
inhibitor always underwent GVBD (not shown).

H1 kinase assays and western blot analysis of p34°4<

When procaine-exposed oocytes were assayed for
kinase activity, we observed that H1 kinase activity
increased (Fig. 2). After an 8h incubation in procaine
10mM pHS8.5, [**Plphosphate incorporation was not
significantly different from that found in control
oocytes (1.440.2 vs 1.4+0.7). After a 16 h incubation,
kinase activity was increased by a factor of 1.6
(2.2+0.5) compared with control oocytes. In ococytes
exposed for 24h to procaine, kinase activity was
increased by a factor 2.9 (4+1). This increase in kinase
activity was lower than that usually observed fol-
lowing progesterone treatment: 12.5+1.5. When we
compared the rate of phosphate incorporation with
the percentage of oocytes that had reached GVBD in
the sample, there was significant difference between
the procaine- and progesterone-treated oocytes.
Indeed, while 88.5+16.3% of them had reached GVBD
after 24 h of exposure to procaine, kinase activity was
only 2.9 times higher than in control samples. In
progesterone-exposed oocytes GVBD reached 100%,
which is not significantly greater than in the previous
case (88.5%), but kinase activity had increased 9.2-
fold.

The results obtained by autoradiography following
SDS-PAGE are shown in Fig. 3. Histone H1 was
phosphorylated not only in samples of progesterone-
treated oocytes but also in procaine-treated oocytes
provided that exposure was longer than 8 h - that is to
say in samples where at least a few oocytes were at the
GVBD stage. The weaker kinase activity of procaine-
treated samples described earlier was confirmed by
autoradiography.

When oocyte homogenates were immunostained
with anti-p34°“? A17 antibody, the protein was de-
tected as two bands in the control samples incubated
in ND96 whereas in progesterone-treated samples
only one isoform of p34°“ was detected which co-
migrated with the faster migrating protein present in
the controls (Fig. 4). We failed to detect a similar shift
of p34°4< in p9“¥Shsl_purified homogenates of oocytes
that had been exposed for 8h to procaine 10mM
pH 8.5 (four such samples were analysed).

GVBD (%)
100
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Figure 1 Effect of roscovitine on progesterone-exposed
oocytes. Maturation was inhibited when roscotivine concen-
trations were higher than 10 pM. The ICsp value was 19 uM.
Nevertheless, at 50 uM roscovitine GVBD was not totally
inhibited. The percentage of GVBD in control oocytes
exposed to progesterone plus DMSO (1/1000) was not
significantly different from that observed in oocytes exposed
only to progesterone. Data are the means of experiments
performed in triplicate, with batches of 20 oocytes per
roscovitine concentration.
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Figure 2 Effect of procaine on [y-*P]phosphate incorpora-
tion and GVBD in Xenopus oocytes. In each case, results are
expressed as the mean of two experiments performed with
oocytes from two different females. When oocytes were
incubated for at least 16 h in procaine-containing medium
(Proc 16 h), H1 kinase activity was higher than in control
oocytes but lower than in progesterone-treated ones. After a
24 h exposure to procaine (Proc 24h), H1 kinase activity was
weak although the percentage of GVBD was high (compared
with progesterone-treated (Pg) samples).

In homogenates prepared from oocytes exposed for
16h to procaine, a shift of p34°*2, similar to that
usually observed with progesterone-treated oocytes,
was revealed (Fig. 4). However, such a shift was
present only in four of eight experiments. Among the
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Figure 3 H1 kinase assay of Xenopus oocgtes exposed to
procaine. (A) Coomassie blue staining of p9~**"*'-sepharose
purified oocytes homogenates after incubation with histone
H1 and [y->*P]JATP as described in Materials and Methods.
Histone H1, which is the unique protein stained on the
polyacrylamide gel, was present in equal amounts in each
sample. (B) The same gel as in (A) after autoradiography. No
histone H1 phosphorylation was observed in control cocytes
incubated in ND96 (ND). [y->2P] was highly incorporated in
histone H1 in progesterone-treated oocytes (Pg). Histone H1
was also stained in oocytes exposed to procaine 10mM
pH8.5 for 16h (Proc 16) or 24h (Proc 24), but the staining
was weaker than in progesterone-treated samples.

Proc
ND 8 16 24 Pg

Figure 4 Immunostaining with the anti-34°*? monoclonal
antibody A17.1. The usual increase in p34°? electrophoretic
mobility was observed in progesterone-treated samples (Pg)
as compared with ND96 control ococytes (ND). Two p34
isoforms were found in oocytes exposed for 8h to procaine
10 mM pH 8.5 (Proc 8), but we detected only the fastest band
after a 16 h incubation (Proc 16). In homogenates of oocytes
incubated for 24 h in procaine 10mM pH8.5 (Proc 24) the
antibody often revealed two bands, and in one case only the
upper band was present.

four samples where p34°? did shift to a faster
migrating form, although the upper band was not
detected by our antibodies, the percentage of oocytes
that were at GVBD stage did not always reach 100%
(there were only 71% and 78% of GVBD in two of
them). Also, although the shift of cdc2 to the faster
migrating form was similar in both the treated and
progesterone control samples, the H1 kinase activity
was always weaker.

Surprisingly, when oocytes were incubated in pro-
caine 10mM pH 8.5 for 24 h, we could not detect the
shift of cdc2 that we observed in samples treated for
only 16 h: two bands were detected on the immuno-
blots (seven of such samples were analysed). These
two p34°“? isoforms were detected even in one
sample where 100% of the oocytes had reached GVBD
after a 24 h incubation in procaine. Nevertheless, H1
kinase activity was still present in the homogenates, at
a level which was not significantly different from that
measured after 16h of exposure to procaine. In one
sample of procaine-exposed oocytes (during 24h),
only the slowest migrating form of the-kinase was
present (Fig. 4). In samples of oocytes incubated in
ND96 pH 8.5, we observed neither an increase in H1
kinase activity nor a shift of p34°“? (not shown).

Cytoplasm injections

To determine whether the maturing activity of pro-
caine-treated oocytes was transferable as is usually
observed in progesterone-treated Xenopus oocytes, cy-
toplasm injection experiments were performed (Table
2). Such injections induced GVBD in only 2.5+2.5% of
the recipient oocytes (1 of 40) when the cytoplasm was
taken from cocytes exposed for 8 h to procaine 10 mM
pHB8.5. A higher number of recipient oocytes under-
went GVBD when they received the cytoplasm from
oocytes exposed for 16h to the procaine solution:
30+7.7% (12 of 40). However, when we analysed
cytologically the oocytes that underwent GVBD, only
41.6% of them showed a spindle; this spindle was
ectopic in two of five cases. Most of our cytological
studies were performed 18-24h after injection, but
GVBD could be detected as early as 6 h after injection.
We did not observe differences in the number of
oocytes that underwent GVBD following cytoplasm
injection when the analysis was performed after 5-6h
or after 16 h. In our hands, when similar experiments
of cytoplasm injection were performed with proges-
terone-treated oocytes (16 h incubation), 100% of the
recipients underwent GVBD and spindle, chromo-
somes and first polar body were observed in most
cases (not shown).

When the cytoplasm was taken from oocytes
treated for 24h with procaine, recipient oocytes were
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Table2 Appearance of maturation promoting activity in the cytoplasm of procaine-treated oocytes

Donors Recipients
Incubation Ectopic
time (h) Total GVBD Total GVBD Spindles spindles
8h 40 2 40 1 0 0
16 h 40 26 40 12 5 2
24h 40 40 40 0 0 0

Oocytes that had been incubated in procaine-containing medium for various periods of time were used as cytoplasm donors.
Stage VI oocytes were fixed from 5 to 24 h after the injection and subjected to cytological analysis after staining with nuclear

red and picroindigo carmine.

always in the prophase I stage at the end of the
experiment.

Discussion

The aim of the present work was to determine the
mechanisms by which procaine is able to induce
Xenopus oocyte maturation. In our opinjon, the dis-
covery of these mechanisms might help in the under-
standing of some of the steps of normal progesterone-
induced oocyte maturation that are not yet well
understood. We addressed the question of the relation-
ship between MPF and procaine’s particular type of
maturation in which GVBD occurs without the
appearance of the white spot, sometimes accompanied
by spindle formation and chromosomes condensation
within the oocyte cytoplasm (Flament et al., 1996). The
results of our approach, which included the use of
MPF inhibitors, H1 kinase assays, immunoblotting
with anti-p34°4? antibodies and cytoplasm injection
experiments, show that procaine activate MPF but that
there are differences between this type of maturation
and that seen with progesterone.

Procaine failed to induce maturation in the presence
of 1mM 6-DMAP. This result suggested that MPF
could mediate the effects of procaine. Indeed, 6-DMAP
was shown to reversibly inhibit meiotic maturation of
Patella, starfish, mouse and Xenopus oocytes (Néant &
Guerrier, 1988; Rime ef al., 1989; Jessus et al., 1991). In
Xenopus prophase I oocytes induced to mature by
either progesterone incubation or cytoplasm injection,
6-DMAP has been shown to inhibit maturation by
inhibition of p34°dd activation (Jessus et al., 1991).
However, since 6-DMAP is not a specific cdc2 kinase
inhibitor, we used roscovitine (L. Meijer et al., un-
published results, W.F. Azevedo et al., unpublished
results). This is a recently discovered competitive
inhibitor for ATP. The ICsp of roscovitine on proges-
terone-induced maturation was 19 uM. This value was
better than those previously reported for 6-DMAP

(100 uM) (Jessus et al., 1991) or olomoucine (100 pM)
(Vesely et al., 1994). Although roscovitine had a lower
ICso than 6-DMAP, the highest concentration of ros-
covitine we used (50uM) failed to inhibit proges-
terone-induced maturation of Xenopus oocytes totally.
Higher concentrations of roscovitine may totally
inhibit oocyte maturation; we could not show this
because we did not want to increase the concentration
of DMSO above 0.1%. However, roscovitine at a con-
centration of 50 uM significantly inhibited procaine-
induced maturation. This result was in agreement
with those already obtained with 6-DMAP.

To ascertain the involvement of MPF in procaine-
induced maturation, we performed H1 kinase assays.
Our results show that H1 kinase activity is enhanced
in Xenopus oocytes treated for at least 16 h with 10 mM
procaine pH8.5. However, when oocytes were
exposed for 24h to procaine, the H1 kinase was not
greatly increased. This was surprising because most of
the oocytes had reached GVBD at this time. When
procaine-treated oocytes (for 24h) were compared
with progesterone-treated oocytes, although the per-
centages of oocytes that had undergone GVBD were
rather similar, H1 kinase activity was approximately 3
times lower. The presence of low H1 kinase activity in
procaine-treated oocytes might explain why spindles
and chromosomes were not always found in oocytes

in which the germinal vesicle had broken down -

(Flament et al., 1996).

The H1 kinase activity did not appear soon after
procaine exposure. This suggests that the activation of
MPF requires protein synthesis. It has already been
shown that protein synthesis is increased following
incubation in procaine-containing medium (House &
Wasserman, 1983). Nevertheless, following procaine
treatment protein synthesis did not increase to the
same level as in oocytes exposed to progesterone
(Houle & Wasserman, 1983). This difference might
also explain why H1 kinase activity did not reach the
same level as in oocytes exposed to progesterone.

A clearer demonstration of the activation of MPF

R TR N R
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was shown by the use of A17 anti-p34°*? monoclonal
antibody, which revealed a shift of the kinase on
immunoblots following procaine incubation, a feature
also observed following progesterone stimulation
(Nebreda & Hunt, 1993). The shift was not present in
homogenates of oocytes exposed for 8h to procaine;
this is in agreement with the absence of H1 kinase
activity at this time point.

Two types of results were obtained from homoge-
nates performed 16 h after procaine incubation. In 50%
of the samples we did not detect a clear shift. In these
samples, the percentage of matured oocytes was not
high and the shift present in some oocytes might have
been masked by the failure to shift in others. In the
other samples, only the fastest-migrating form of
p34°? was revealed by the antibody, but in two of
the homogenates, although the shift appeared total,
the percentage of GVBD did not reach 100%. Of course
this result might be a misinterpretation since GVBD
was measured on one batch of oocytes while the shift
was analysed on another. We cannot ascertain that
exactly the same percentage of GVBD was present in
both samples, though analysis were performed at the
same time. Another hypothesis might be that the MPF
that is activated by procaine does not function opti-
mally, some oocytes being still at the prophase I stage
despite MPF activation. The fact that Hl kinase ac-
tivity was not very high in these samples is in agree-
ment with this hypothesis. The fact that procaine
modifies pH; (Houle & Wasserman, 1983; our unpub-
lished results) might explain such a difference since
the cdc2 kinase, like all enzymes, requires a range of
pH values to function optimally.

Surprisingly, the shift that we detected in those
oocytes which were incubated for 16h was never
detected in those incubated for 24h. This might be
explained by an inactivation of MPF in some oocytes.
The presence of the active form of p34°? in some
oocytes could here again be masked by the two bands
present in the other oocytes of the same sample. The
fact that only the slowest-migrating p34°? isoform
was detected in one sample of oocytes that had been
incubated for 24h in procaine is in agreement with
this analysis. Unfortunately, the H1 kinase assay was
not performed on this sample. The analysis of H1
kinase activity in the other samples at this stage agrees
with a partial inactivation of MPF since the rate of
[**P]phosphate incorporation did not increase signifi-
cantly after 24h in comparison with homogenates

from oocytes treated for 16 h. However, the percentage.

of those in GVBD was higher.

In procaine-treated oocytes, the presence of a pH;
which does not favour an optimal action of MPF, as
well as the inactivation of MPF itself, might explain
why spindles and chromosomes were not always
found in oocytes in which the germinal vesicle had

broken down (Flament et al., 1996). Indeed, inhibition
of MPF in progesterone-matured oocytes leads to
chromosomes decondensation and spindle disappear-
ance (Rime et al., 1989). One might argue that procaine
may non-specifically inhibit MPF to some degree.
However, we favour the possibility that this inhibition
is due to a reduction in the level of protein synthesis.
Indeed, it has been shown that in the presence of
protein synthesis inhibitors, GVBD can occur in
Xenopus oocytes following MPF injection, though
spindles do not form (Huchon et al., 1993; our personal
observations) — a situation similar to that induced by
procaine (Flament et al., 1996).

Although it has been reported that protein synthesis
increases following procaine treatment (Houle &
Wasserman, 1983), it is not known whether protein
synthesis is needed for procaine action. It would be
interesting to define more clearly the role of protein
synthesis during procaine induction. Specifically, it
might be focused on the appearance and destruction
of cyclin B during the 16 and 24 h time omt where we
see activation and inactivation of p34°““, This is work
we aim to pursue in the future. We have already
performed some experiments showing that, when
protein synthesis is inhibited by cycloheximide, GVBD
is greatly reduced following the incubation of Xenopus
oocytes in procaine-containing medium (unpublished
results).

The conclusions of these studies were reinforced by
the results of cytoplasm injection experiments. On one
hand, the cytoplasm taken from oocytes exposed for
8h to procaine never induced GVBD in recipient
oocytes. This result was consistent with H1 kinase
measurements and western blot analysis. On the other
hand, the cytoplasm of oocytes that had been incu-
bated for 16h in procaine-containing medium was
able to induce GVBD in recipients. GVBD was ob-
served soon after the injection and much faster than
when oocytes were simply incubated in procaine solu-
tions. This is consistent with a MPF-like activity,
which always appears very early after the injection
(Reynhout & Smith, 1974). However, the cytoplasm of
such donors was not very efficient at inducing GVBD
compared with progesterone-treated donors. More-
over, when recipients were at the GVBD stage,
spindles and chromosomes were found in only a few
cases and these structures were not always correctly
located. When the cytoplasm was taken from oocytes
that had been incubated for 24h in procaine-con-
taining medium, although HI1 kinase activity had been
detected in donors at this stage, we never observed
GVBD in the recipient oocytes. We do not think that
the maturation of recipient oocytes was the result of a
residual procaine activity on the needle or in the
injectate because: (1) recipients should have under-
gone GVBD not only with cytoplasm taken after 16 h
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but also with cytoplasm taken after 8 or 24h; (2)
procaine injection does not induce GVBD in stage VI
oocytes (our unpublished results).

These results suggest that differences exist between
procaine- and progesterone-activated MPF. An un-
stable property of procaine-activated MPF is probably
involved in the low efficiency of the cytoplasm injec-
tions that we observed. Indeed, at the end of a normal
meiosis MPF is very stable, mainly due to the action of
the cytostatic factor (Sagata, 1996). The MPF that is
produced for entry into the first division of meiosis
has to disappear at the metaphase/anaphase transi-
tion and is rather an unstable MPF (Gerhart et al,
1984). Unfortunately, the effects of injections of this
early MPF are unknown since no cytological studies
have been performed following such an injection.
Results have been obtained only from either white
spot detection or dissection after boiling. We have
begun injection experiments with cytoplasm taken a
few hours after progesterone stimulation of the
oocytes, just before GVBD, that will be analysed
cytologically to determine the precise character of this
MPF. If the induction of GVBD without spindle
formation and chromosome condensation occurred, it
could therefore be compared with the results obtained
from procaine-exposed oocytes.

In conclusion, our various analyses, which are con-
sistent with each other, show that a transient activa-
tion of MPF is responsible for the particular effects of
procaine. We have now to discover the mechanisms
that lead to MPF activation following procaine expo-
sure. The knowledge of these mechanisms could be
helpful for the understanding of some steps in
progesterone-induced maturation that are still unclear.
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Abstract

Role of protein kinases and protein phosphatases
in the metaphase II arrest of Xenopus laevis oocytes.

Xenopus oocytes are naturally blocked at the metaphase of the second division of

meiosis until fertilization. This arrest is due to a cytostatic factor (CSF). Several kinases (c-
mos, MAPK, p9ORSk, cdk2) have been implicated in the CSF, that maintains a high level of
MPF (cdkl/cycline B) activity in the cell. These kinases are inactivated at the fertilization or
by calcium increasing treatments. We have used protein kinases inhibitors and protein
phosphatases inhibitors to study the metaphase II arrest and its release. -
6-diméthylaminopurine (6-DMAP), a protein kinases inhibitor with a broad spectrum,
activates metaphase II-arrested oocytes whereas olomoucine and roscovitine, two more
specific inhibitors of cdk, do not. The effects of 6-DMAP have been compared to those of the
calcium ionophore A23187. The formation of a pronucleus is observed in both cases. A23187
induces the inactivation of MAPK, the proteolysis of c-mos and cyclins B. In the 6-DMAP-
treated eggs, the inactivation of MAPK occurs earlier and cyclins B are stable whereas c-mos
is degraded. Even if 6-DMAP induces a transitory increase in calcium, the latter is. not
involved in the degradation of c-mos.
The injection of ammonium molybdate, a tyrosine phosphatase inhibitor, prevents the
metaphase II release induced by A23187. Cortical granules undergo exocytosis but cdkl and
MAPK are not inactivated, c-mos and cyclins B are not degraded.

Our results suggest that c-mos proteolysis might be due to dephosphorylation related
to the drop in MPF activity. Moreover, a tyrosine phosphatase seems to be involved
downstream the calcium signal.
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