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Résumé 

La reprise méiotique des ovocytes de Xénope est stimulée par la progestérone ou 

l’insuline. Les ovocytes subissent la rupture de l’enveloppe nucléaire, la 

condensation des chromosomes et la formation du fuseau méiotique. Durant la 

méiose, le MPF (Facteur de promotion de la phase M) et la voie MAP kinase p39Mos-

Mek1-Xp42Mpk1 sont activés simultanément. L’inhibition de la synthèse de p39Mos au 

moyen d’oligonucléotides antisens Morpholino ou l’inhibition de l’activité de Mek1 par 

U0126 bloque la voie MAP kinase mais retarde seulement la GVBD induite par la 

progestérone. 

Plusieurs stratégies d’inhibition bloquant la voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk ont été 

utilisées : des oligonucléotides antisens Morpholino ou phosphorothioates, la 

geldanamycine, U0126 et la MAP kinase phosphatase Mkp3. Nous avons observé 

que p39Mos est l’enzyme clef dans l’activation de la cascade Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk, 

même lors d’une stimulation Ras-dépendante. De plus, la phosphorylation complète 

de Raf est sous le contrôle de l’activation de Mek1 et Xp42Mpk1. Enfin, l’inhibition de 

la voie MAP kinase conduit à la formation de structures de type aster dans le 

cytoplasme. Nous avons déterminé que p39Mos et p90Rsk sont toutes deux requises 

pour la formation du fuseau bipolaire. 
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Summary 

Meiotic resumption of Xenopus oocytes is stimulated either by progesterone or by 

insulin. Oocytes undergo Germinal vesicle breakdown, chromosomes condensation 

and spindle morphogenesis. During meiosis resumption, Maturation Promoting 

Factor (MPF) and the p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 MAP kinase pathway are 

simultaneously activated. Inhibition of p39Mos synthesis using antisense Morpholino 

oligonucleotides or inhibition of Mek1 activity using U0126 block the MAP kinase 

pathway but only delay progesterone-induced GVBD. 

Several inhibition strategies to block the p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk pathway were 

used : Morpholino and phosphorothioates antisense oligonucleotides, geldanamycin, 

U0126 and MAPK phosphatase Mkp3. We observed that p39Mos is the key enzyme to 

Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk cascade activation, even though it is stimulated through Ras-

dependent pathway. Moreover, Raf complete phosphorylation appeared to be 

dependent upon Mek1 and Xp42Mpk1 activation. Last, MAP kinase pathway inhibition 

lead to formation of aster-like structure in cytoplasm. We determined that both p39Mos 

and p90Rsk are required for bipolar spindle formation. 
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Figure 1 : Le cycle cellulaire
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Chapitre I : Introduction 

I Le cycle cellulaire 

La théorie cellulaire énonce que tous les êtres vivants sont constitués de cellules : 

d’une seule pour les êtres unicellulaires, de quelques-unes à un très grand nombre 

pour les pluricellulaires. Dans ce dernier cas, toutes les cellules proviennent d’une 

cellule initiale par divisions successives. La première description du cycle cellulaire 

discriminait une phase de division ou mitose (méiose dans le cas particulier de la 

production des gamètes) et une phase de croissance cellulaire ou interphase. Au 

début de la deuxième moitié du XXème siècle, des expériences d’incorporation de 

thymidine tritiée ont montré que la réplication de l’ADN se fait au cours de 

l’interphase. Le cycle cellulaire est désormais défini comme l’ensemble des étapes 

de la vie de la cellule entre une division cellulaire et la suivante. Une phase G1 (gap 

phase 1) précède la phase S de synthèse de l’ADN. Cette dernière est suivie par une 

phase G2 qui prépare la phase M de division (Fig. 1). Les phases G1, S et G2 

constituent l’interphase, et M la phase de division  (mitotique ou méiotique). La 

progression dans le cycle cellulaire est régulée par le franchissement de points de 

contrôle en G1/S et G2/M. Seules les cellules peu ou non différenciées se divisent. 

La différenciation cellulaire se fait par la sortie de cycle des cellules, en une phase 

appelée G0. 

II Cas particulier : la reprise méiotique des ovocytes 

La méiose constitue un processus particulier de division cellulaire. Elle conduit à la 

formation de quatre cellules filles recevant chacune un lot haploïde de 

chromosomes. La méiose est organisée en deux divisions correspondant à la 

succession de deux phases M qui ne sont séparées ni par une interphase, ni par une 

phase de synthèse d’ADN (Fig. 2). Pour les ovocytes hétérolécithes et télolécithes de 
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Figure 2 : Maturation ovocytaire et cycle cellulaire
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vertébrés, la première étape de l’ovogenèse correspond à l’accumulation de réserves 

protéiques sous forme de vitellus et d’ARN maternels. La reprise méiotique, ou 

maturation, est l’étape de l’ovogenèse qui couvre les événements depuis la levée du 

blocage en prophase I jusqu’à un nouvel arrêt en métaphase II. Lors de la 

fécondation, le spermatozoïde lève ce blocage métaphasique et conduit à la 

formation d’un zygote diploïde. 

Après les étapes de croissance de l’ovocyte (vitellogenèse), la maturation 

correspond à la dernière étape de l’ovogenèse et participe à la préparation du 

gamète à la fécondation. La maturation méiotique est l’unique exemple de 
division cellulaire pendant laquelle se succèdent deux phases M sans phase S 
intermédiaire. 
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Figure 3 : Stades de la vitellogenèse
(d ’après www.nd.edu/~huberlab/home.html)

I     II     III     IV          V            VI

Figure 4 :
A ovocyte immature
(prophase)
B ovocyte mature
(métaphase II)
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Figure 5 : schéma de coupe d’un ovocyte immature en
prophase I
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Chapitre II : La maturation de l’ovocyte de xénope : 

modèle d’étude de la régulation de la transition 

G2/M 

I L’ovocyte immature 

L’ovogenèse débute lorsque l’ovogonie entre en phase S de pré-méiose puis en 

prophase de première division méiotique. Celle-ci s’arrête dès le stade diplotène : 

l’ovocyte subit un premier blocage de division où l’accumulation des réserves 

vitellines entraîne une augmentation conséquente de son diamètre (jusqu’environ 

1,2mm). Cette phase d’accroissement a été subdivisée en six classes selon la taille 

des ovocytes (classification de Dumont : Fig. 3). Les ovocytes de stade V et VI sont 

les seuls compétents à subir la maturation en présence d’hormones (Dumont, 1972). 

L’ovocyte de xénope est de type hétérolécithe ; la quantité et la densité des réserves 

vitellines sont plus importantes au pôle végétatif qu’au pôle animal. La plupart des 

composés cytoplasmiques (ARN, ribosomes, etc.), le noyau (ou vésicule 

germinative) et l’ensemble des autres organites sont distribués préférentiellement 

dans l’hémisphère animal selon un gradient inverse au gradient vitellin (Fig. 5). Dans 

un ovocyte de stade VI, le diamètre de la vésicule germinative est d’environ 400 µm 

soit 40 à 50 fois la taille du noyau d’une cellule somatique et 105 fois son 

volume (Fig. 5 et 6A). Cette vésicule germinative contient environ 1500 nucléoles qui 

correspondent à des copies des gènes codant les ARN ribosomaux devenues 

extrachromosomiques et répliquées de manière indépendante. Les nucléoles sont 

transcriptionnellement actifs durant la majeure partie de l’ovogenèse. La vésicule 

germinative contient 18 paires de chromosomes (n=18, génome allotétraploïde), déjà 

partiellement condensés (Fig. 5 et 6B) même si certains présentent une structure en 

écouvillon (lampbrush chromosomes). Dans ce cas, des segments décondensés, 
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Figure 6 : Analyse cytologique de la maturation des ovocytes de xénope

A Vésicule germinative d ’ovocyte en prophase I
B chromosomes d ’ovocyte en prophase I
C GVBD et formation du TMA
D Fuseau de métaphase II
E Fuseau de métaphase II (immunofluorescence)

progestérone
A

B

C

D

E
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lieux de synthèse importante d’ARN de transfert, alternent avec des segments 

condensés, inaptes à la transcription (pour revue, Gall et coll., 2004). Enfin, l’ovocyte 

est une cellule dont les pigments sont concentrés dans la zone corticale de 

l’hémisphère animal, déterminant un axe pôle animal-pôle végétatif (Fig. 4 et 5). 

II Evénements cytologiques 

1. GVBD et formation du fuseau 

La reprise méiotique est déclenchée par une hormone libérée par les cellules 

folliculaires qui entourent l’ovocyte et qui sont elles-mêmes sous le contrôle de la LH, 

hormone gonadotrope produite par l’hypophyse. Dans les premières heures qui 

suivent la stimulation hormonale, la vésicule germinative migre vers l’apex de 

l’ovocyte. Au cours de cette migration, l’enveloppe nucléaire se rompt (GVBD). 

L’ascension de la vésicule germinative provoque une dispersion des pigments qui 

conduit à l’apparition d’une zone dépigmentée : la tache de maturation (WS), signe 

morphologique externe le plus évident de la GVBD et de la progression de la méiose. 

La rupture de l’enveloppe nucléaire commence à la base, ou face végétative, de la 

vésicule germinative (Brachet et coll., 1970; Huchon et coll., 1981). Simultanément, 

un réseau microtubulaire transitoire (TMA) s’assemble à la base du noyau à partir 

d’un centre organisateur microtubulaire (MTOC : Fig 6C et 7). Le TMA migre 

rapidement vers le pôle animal alors qu’apparaît la tache de maturation (Huchon et 

coll., 1981; Gard, 1992). Un agrégat compact de microtubules dérive du TMA et 

prend une forme cylindrique. Le fuseau de métaphase I s’organise et s’oriente 

d’abord perpendiculairement à l’axe pôle animal-pôle végétatif. Il pivote ensuite et se 

place perpendiculairement à la membrane plasmique (Gard, 1992). Pendant la 

morphogenèse du fuseau, les chromosomes se condensent progressivement. Ils 

sont d’abord observés dans les régions basales du complexe TMA-MTOC. La 

condensation des chromosomes est complète lorsque les microtubules sont 

organisés en structures de type aster ou fuseau. Lorsque le fuseau est 
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Figure 7 : Déroulement de la maturation des ovocytes de xénope (D’après le site
de D. Gard :

http://froglab.biology.utah.edu/Oogenesis/Mature_egg/mature_egg.html).
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perpendiculaire à la membrane, les chromosomes sont répartis en une plaque 

métaphasique (Gard, 1992). 

L’anaphase, puis la télophase conduisent à l’expulsion du premier globule polaire. 

Aucune structure nucléaire ne se reforme : l’ovocyte entre directement en deuxième 

division de méiose. Un agrégat microtubulaire en forme de disque (compaction et 

polarisation) s’allonge pour organiser le fuseau bipolaire de métaphase 

II (élongation : Fig. 7). Ce fuseau s’oriente ensuite perpendiculairement à la 

membrane plasmique à laquelle il s’ancre par l’un de ses pôles. La division s’arrête 

en métaphase II, et reste bloquée jusqu’à la fécondation (Fig. 6D et E et 7). Les 

chromosomes restent toujours bien individualisés pendant toutes ces étapes (Gard, 

1992).   

2. Structure moléculaire du fuseau 

La structure moléculaire et l’organisation du fuseau sont essentielles à la distribution 

du matériel génétique au cours de la division cellulaire dans les gamètes ou dans les 

cellules somatiques. La structure du fuseau commence à peine à être élucidée : il 

s’agit d’un réseau microtubulaire organisé autour des chromosomes et accompagné 

d’un ensemble protéique complexe. 

2.1. Microtubules et protéines associées 

Les microtubules sont des assemblages non covalent d’hétérodimères d’α-β tubuline. 

Selon le modèle d’instabilité dynamique, la polymérisation des microtubules est 

caractérisée par leur vitesse de croissance (« growth rate » : Vg) et leur 

dépolymérisation par leur vitesse de rétraction (« shrinkage rate » : Vs). La transition 

de la croissance vers la rétraction, désignée par le terme « catastrophe » et la 

transition inverse, de la rétraction vers la croissance (le « sauvetage ») sont 

caractérisées par leurs fréquences (« catastrophe frequency » : Fcat et « rescue 

frequency » : Fres). Les variations de ces quatre paramètres expliqueraient la 

régulation de la polymérisation des microtubules dans la cellule. La fréquence de 
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Tableau 1 : Effets des MAP sur la dynamique des microtubules (modifié d’après
Andersen, 2000)

Conditions Vg 
(µm/min) 

Vs 
(µm/min) 

Fcat 
(min-1) 

Fres 
(min-1) 

références 

Tubuline pure (8µM) 0,5 15-30 0,5 0 Chrétien et coll., 1995 

Tubuline pure (20µM) 3,5 15-30 0 0 Chrétien et coll., 1995 

MAPs interphase 4,5 0 0 0 Andersen, 1998 

MAPs mitose 2,1 0 0 0 Andersen, 1998 

XMAP 230 (8µM) 2 2 0 0 Vasquez et coll., 1994 
Vasquez et coll., 1999 

XMAP310 (14µM) 1,5 10 0,1 1,2/(0,2) Andersen et Karsenti, 1997 

XMAP215 (10µM) 8 50 1 <<1 Vasquez et coll., 1994 
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nucléation constitue un cinquième paramètre (Andersen, 1999). La nucléation est le 

processus de formation de novo d’un microtubule. Elle a lieu au niveau de centres 

organisateurs de microtubules (MTOC) dont les plus caractérisés sont les 

centrosomes constitués d’une paire de centrioles. On connaît à présent un certain 

nombre de protéines associées aux microtubules dont le rôle est de les stabiliser ou 

de les déstabiliser. Ces protéines agissent sur un ou plusieurs des quatre facteurs 

décrits précédemment. 

 2.1.1. Les protéines de stabilisation des microtubules : les MAPs 

Les facteurs stabilisateurs des microtubules connus à l’heure actuelle font partie 

d’une même famille protéique : les MAP (Microtubule associated proteins). 3 MAP 

sont actuellement décrites chez le xénope : XMap230 (encore appelée XMap4 en 

raison de son homologie avec la protéine humaine Map4), XMap215 et XMap310. Si 

leur effet global sur la stabilisation des microtubules est identique, leur mode d’action 

est cependant différent (Tableau 1). XMap230/XMap4 stabilise les microtubules en 

prévenant le phénomène de catastrophe et en ralentissant la vitesse de 

rétraction (Vasquez et coll., 1994; 1999). XMap310 stabilise les microtubules en 

augmentant principalement la fréquence de sauvetage (Andersen et Karsenti, 1997). 

Par contre, XMap215 inhibe le phénomène de sauvetage et ne supprime pas le 

phénomène de catastrophe in vitro. Elle améliore cependant la croissance et la 

rétraction à l’extrémité (+) des microtubules (Vasquez et coll., 1994). Tous ces effets 

confèrent à XMap215 un rôle essentiellement promoteur de la dynamique 

microtubulaire (pour revue, Andersen, 2000). 

2.1.2. Les protéines de déstabilisation des microtubules 

L’identification de protéines de déstabilisation des microtubules est très récente. Les 

principaux facteurs impliqués sont la stathmine (encore appelée Op18 : oncoprotéine 

de 18 kDa), les membres de la famille KinI des kinésines, la katanine et Kar3p. La 

stathmine est une protéine cytoplasmique surexprimée dans certains cancers 

comme les carcinomes mammaires (Lawler, 1998; Curmi et coll., 2000). Son 
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A : Modèle centriolaire de formation
du fuseau.

B : Modèle acentriolaire de formation
du fuseau.

Moteurs microtubulaires dirigés vers les
extrémités +
Complexes NuMa/dynéine/dynactine

Moteurs microtubulaires dirigés vers les
extrémités + liés à la chromatine
Moteurs microtubulaires dirigés vers les
extrémités + Complexes
NuMa/dynéine/dynactine

Figure 8 : Modèles de morphogenèse du fuseau
(d’après Merdes et coll., 1997)

A : dans les cellules somatiques
B : dans les ovocytes
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mécanisme d’action semble varier en fonction du pH intracellulaire (Andersen, 2000). 

dans les ovocytes de xénope, XKcm1 est la kinésine de type KinI la mieux 

caractérisée. 

2.2. Assemblage du fuseau méiotique acentriolaire 

La majeure partie des études a été réalisée dans des extraits d’œufs de xénope 

dans lesquels les chromosomes sont remplacés par des billes de chromatine (Heald 

et coll., 1996; Walczak et coll., 1998). Durant l’interphase, la stabilité des 

microtubules est assurée par une activité accrue des MAP et par l’acétylation des 

microtubules. Pendant la mitose, les microtubules sont au contraire très 

dynamiques : la nucléation se produit à partir des centrioles / MTOC et les 

microtubules polymérisés sont capturés par les kinétochores des 

chromosomes (Merdes et Cleveland, 1997). Le système microtubulaire est alors 

concentré dans la zone de formation du fuseau (Andersen, 2000). L’activité des 

facteurs stabilisateurs varierait en fonction de phosphorylations dépendantes du 

cycle cellulaire (Andersen, 2000). Map2, Map4 et Xmap215 sont phosphorylées par 

le MPF (Faruki et coll., 1992; Ookata et coll., 1995; Itoh et coll., 1997; Vasquez et 

coll., 1999). L’activité des facteurs déstabilisateurs des microtubules pourrait 

dépendre de leur localisation cellulaire. La stathmine est régulée négativement par 

phosphorylation (Marklund et coll., 1996). Dans des extraits interphasiques d’œufs 

de xénope, elle est phosphorylée à un niveau basal mais devient hyperphosphorylée 

en présence de chromatine mitotique (Andersen et coll., 1997; Budde et coll., 2001). 

Quant à XKcm1, elle est active pendant l’interphase et pendant la 

métaphase (Tournebize et coll., 2000). 

Dans les cellules somatiques, le centrosome est dupliqué au moment de la phase 

S (Winey, 1999). Selon le modèle « recherche et capture », les deux centrosomes se 

séparent lors de la rupture de l’enveloppe nucléaire et les microtubules émanant des 

centrioles pénètrent dans le noyau où certains s’attachent aux 

kinétochores (Kirschner et Mitchison, 1986). Ce modèle explique la formation du 

fuseau bipolaire mitotique (Merdes et Cleveland, 1997 ; Fig. 8). 
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Etapes d ’assemblage
du fuseau autour de
billes de chromatine
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Figure  9 : Protéines impliquées dans la morphogenèse du fuseau in
vitro autour de billes de chromatine (d’après Walczak et coll., 1998)
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L’ovocyte de xénope constitue un modèle acentriolaire de morphogenèse du 

fuseau (Fig. 8) dans lequel les centrosomes et les kinétochores sont peu impliqués. 

En effet, un fuseau bipolaire peut s’organiser in vitro autour de billes de chromatine 

dans des extraits d’œufs de xénope où ces deux structures sont absentes (Heald et 

coll., 1996). De plus, les centrosomes sont inactifs dans les ovocytes de 

xénope (Gard et coll., 1995). Les chromosomes participeraient activement à la 

formation du fuseau en générant une activité de nucléation et/ou de stabilisation des 

microtubules (De Brabander et coll., 1981; Karsenti et coll., 1984). La forme active 

liée au GTP de la petite GTPase Ran favorise la polymérisation des 

microtubules (Kalab et coll., 1999; Wilde et Zheng, 1999). Dans des extraits 

mitotiques d’œufs de xénope, le facteur d’échange du GDP de Ran, Rcc1, est 

associé à la chromatine et requis pour la polymérisation des microtubules (Carazo-

Salas et coll., 1999; Ohba et coll., 1999). Rcc1 concentre Ran-GTP autour des 

chromosomes mitotiques et permet localement l’assemblage des 

microtubules (Carazo-Salas et coll., 1999). Ensuite, un réseau antiparallèle de 

microtubules se met en place afin que les extrémités (+) soient dirigées vers les 

chromosomes et que les extrémités (–) s’assemblent en pôles du fuseau. Les 

membres des familles des kinésines jouent un rôle important dans ce processus (Fig. 

9). Des moteurs moléculaires qui se dirigent vers les extrémités (+) des microtubules 

seraient impliqués dans l’assemblage du réseau microtubulaire du fuseau. C’est le 

cas de la protéine Eg5 qui est un membre de la famille de BimC des kinésines 

bipolaires (Kashina et coll., 1996). XKlp1 (Xenopus kinesin-like protein 1) 

interviendrait dans les relations entre microtubules et chromatine, mais aussi dans 

l’extension des microtubules vers les pôles du fuseau ou force d’éjection polaire. Les 

moteurs moléculaires qui se dirigent vers les extrémités (–) des microtubules 

semblent impliqués dans le regroupement de ces extrémités en pôles du fuseau. 

C’est le cas de XCtk2 (Xenopus carboxy terminal kinesin 2, kinésine de la famille 

KinC) et de la dynéine qui fonctionne en association avec d’autres composants 

centrosomaux incluant NuMA (protéine nucléaire s’associant à l’appareil mitotique), 

la dynactine, la péricentrine et la γ tubuline (Walczak et coll., 1998). 
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Tableau 2 : Stimuli induisant la maturation in vitro des ovocytes de xénope

inducteur famille activité récepteur Références 
Progestérone Stéroïde Baisse du taux d’AMPc Membranaire non identifié Masui, 1967 

Maller, 2001 
Zhu et coll., 2003b 

 
Testostérone Stéroïde ? Récépteur d’androgène 

classique (XAR) 
Lutz et coll., 2001 

 
Androstènedione Stéroïde ? Récépteur d’androgène 

classique (XAR) 
Lutz et coll., 2001 

 
Insuline/IGF1 Facteur de croissance Tyrosine kinase IGF1R El-Etr et coll., 1971 

Maller et Koontz, 1981 
Chuang et coll., 1993a 

Zhu et coll., 1998 
 

FGF Facteur de croissance Tyrosine kinase FGF1R Browaeys-Poly et coll., 2000 
 

EGF Facteur de croissance Tyrosine kinase h-EGFR Opresko et Wiley, 1990 
 

NGF Facteur de croissance Tyrosine kinase p140prototrk Nebreda et coll., 1991 
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Certaines molécules associées au fuseau in ovo sont maintenant identifiées. 

XMap215 est associée aux microtubules de l’ensemble du fuseau (Becker et coll., 

2003). La dynéine est localisée aux pôles du fuseau et aux kinétochores durant la 

mitose (Pfarr et coll., 1990; Steuer et coll., 1990; Desai et coll., 1997). Dans des 

extraits cellulaires ou dans des cellules en culture, NuMA, localisée aux pôles des 

fuseaux mitotiques (Zeng, 2000), est associée au complexe 

dynéine/dynactine (Merdes et coll., 1996; Merdes et coll., 2000). Dans les ovocytes 

de xénope, elle est localisée aux pôles du fuseau méiotique (Becker et coll., 2003).  

III Stimuli inducteurs de la reprise de la méiose (Tableau 2) 

1. Les hormones stéroïdes 

1.1. La progestérone 

Chez tous les amphibiens étudiés, la production de l’hormone gonadotrope (LH) par 

l’hypophyse stimule la synthèse et la sécrétion par les cellules folliculaires 

d’hormones stéroïdes, dont la progestérone (pour revue, Jessus et Ozon, 2004). 

L’incubation in vitro des ovocytes en présence de progestérone déclenche la 

maturation des ovocytes d’anoures (Masui, 1967; Schuetz, 1967; Smith et coll., 

1968; Brachet et coll., 1970) et d’urodèles (Vilain, 1977).  

Dans les cellules somatiques, la progestérone exerce le plus souvent une action 

génomique en interagissant avec un récepteur nucléaire. Au contraire, dans 

l’ovocyte, de nombreuses expériences suggèrent que la progestérone agit par 

l’intermédiaire d’un récepteur membranaire. L’injection de progestérone ne permet 

pas la maturation des ovocytes de Rana pipiens (Smith et Ecker, 1969; Masui et 

Markert, 1971; Smith et Ecker, 1971) ou de Xenopus laevis (Jacobelli et coll., 1974; 

Drury et Schorderet-Slatkine, 1975). En outre, la progestérone, couplée avec des 

billes de haut poids moléculaire non perméables à la membrane, déclenche la 

maturation (Baulieu et coll., 1978; Godeau et coll., 1978; Bandyopadhyay et coll., 

1998). L’identification de ce récepteur membranaire demeure problématique (Maller, 
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2001). Récemment, un récepteur nucléaire classique de la progestérone, xPR, a été 

isolé et cloné dans les ovocytes de xénope grâce à son homologie avec le récepteur 

humain (Bayaa et coll., 2000; Tian et coll., 2000). L’injection des ARN messagers de 

xPR accélère la maturation induite par la progestérone et augmente la sensibilité des 

ovocytes à l’hormone (Bayaa et coll., 2000; Tian et coll., 2000). De plus, l’injection 

d’oligonucléotides antisens dirigés contre l’ARNm endogène du récepteur bloque la 

maturation, blocage qui peut être levé par l’injection du récepteur purifié (Tian et coll., 

2000). Cependant, ce récepteur est principalement cytoplasmique même si une 

fraction significative (5%) est associée à la membrane plasmique (Bagowski et coll., 

2001a). Dans ces conditions, les effets membranaires de la progestérone pourraient 

être engendrés par d’autres récepteurs aux stéroïdes. Chez plusieurs poissons 

téléostéens, la maturation est déclenchée par des hormones stéroïdes rassemblées 

sous le terme générique MIH (Maturation inducing hormone) qui agissent également 

par l’intermédiaire d’un récepteur membranaire (Nagahama, 1997). L’ADN 

complémentaire codant le récepteur membranaire de ces stéroïdes a été cloné chez 

la truite. Son ARNm n’est détecté qu’au niveau du cerveau et des tissus 

reproducteurs. Sa modélisation informatique indique qu’il s’agit d’un récepteur à sept 

hélices transmembranaires. La protéine recombinante produite chez Escherichia Coli 

possède un site unique, de haute affinité et saturable pour les progestines. 

L’expression de ce récepteur dans des cellules mammaliennes entraîne l’activation 

de la voie MAP kinase et l’inhibition de l’adénylate cyclase en réponse aux 

progestines. L’injection d’oligonucléotides antisens contre les ARNm de ce récepteur 

inhibe la maturation des ovocytes déclenchée par la progestine (Zhu et coll., 2003b). 

Des orthologues de ce gène ont été clonés chez plusieurs vertébrés (xénope, souris, 

homme). Ces orthologues appartiennent à une famille encore inconnue. L’analyse 

structurale montre que ces gènes codent une protéine à sept domaines 

transmembranaires. La protéine recombinante humaine produite chez E. coli lie la 

progestérone avec une haute affinité (Kd=20-30 nM) et de manière saturable. Ces 

récepteurs ne possèdent aucune homologie avec les récepteurs nucléaires des 

stéroïdes (Zhu et coll., 2003a).  
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1.2. Les autres stéroïdes 

La progestérone est le principal stimulus de la maturation utilisé in vitro mais son rôle 

physiologique n’est toujours pas démontré in vivo. La testostérone et la 

déoxycorticostérone constitueraient de meilleurs inducteurs in vitro de la 

GVBD (Blondeau et Baulieu, 1984). Les quantités de testostérone produites par les 

cellules folliculaires sont plus importantes que celles de progestérone (Fortune et 

coll., 1975). Les androstérones induisent la maturation des ovocytes à des 

concentrations identiques à celle de la progestérone pour l’androstènedione, voire 

plus faibles pour la testostérone (Lutz et coll., 2001). Après traitement des femelles 

par injection de gonadotropines, les concentrations sérique et ovarienne en 

testostérone et en androstènedione sont 10 fois supérieures à celles en 

progestérone. L’ovocyte métabolise la progestérone en androstènedione lorsqu’elle 

est appliquée ou microinjectée in vitro (Lutz et coll., 2001). Dans l’ovocyte, un 

récepteur nucléaire aux androgènes a été cloné (xAR). Cependant, la flutamide, 

inhibiteur spécifique de ce récepteur, n’empêche pas la maturation, même si elle 

augmente la valeur d’IC50 de la testostérone et de l’androstènedione. De plus, le 

ketoconazole, inhibiteur de Cyp17, protéine responsable de la transformation de la 

progestérone en androstènedione, ne bloque pas la maturation induite par la 

progestérone (Lutz et coll., 2001). Le mécanisme d’action des hormones stéroïdes 

sur les ovocytes d’amphibiens reste donc controversé. 

2. Les facteurs de croissance 

2.1. L’insuline et l’IGF1 

En plus des stéroïdes, certains facteurs de croissance, tels que l’insuline et l’IGF1, 

stimulent la reprise méiotique des ovocytes in vitro, même si leurs effets s’exercent 

selon une cinétique plus lente en comparaison avec ceux de la progestérone (El-Etr 

et coll., 1979; Maller et Koontz, 1981). Dans ces conditions, la reprise de la méiose 

est déclenchée par l’activation d’un récepteur membranaire à l’IGF1 qui reconnaît 

IGF1 et l’insuline (Hainaut et coll., 1991; Janicot et coll., 1991; Zhu et coll., 1998). Ce 
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récepteur à activité tyrosine kinase (RTK) est le seul fonctionnel dans l’ovocyte de 

xénope. 

Contrairement à la progestérone, la reprise méiotique déclenchée par l’insuline est 

dépendante de l’activité de la petite protéine G monomérique p21Ras (Deshpande et 

Kung, 1987; Korn et coll., 1987). L’injection d’une forme oncogénique 

constitutivement active de p21Ras stimule la reprise de la méiose en absence d’autre 

stimulation hormonale (Birchmeier et coll., 1985). 

2.2. Autres facteurs de croissance 

La stimulation de la méiose par d’autres facteurs de croissance nécessite 

l’expression préalable des ARNm de leurs récepteurs spécifiques. C’est ainsi que la 

maturation peut être stimulée par le Fibroblast growth factor (Browaeys-Poly et coll., 

2000), l’Epidermal growth factor humain (Opresko et Wiley, 1990) ou encore par le 

Nerve growth factor humain (Nebreda et coll., 1991). La reprise  méiotique peut aussi 

être déclenchée par l’expression de Tpr-met, récepteur constitutivement actif du 

« Hepatocyte growth factor / Scattor factor » (Daar et coll., 1991). 

Même si ces récepteurs ne sont pas endogènes, leurs voies de signalisation sont 

fonctionnelles dans l’ovocyte de xénope. Ce dernier constitue donc un bon modèle 

d’étude de leurs mécanismes de transduction (Browaeys-Poly et coll., 2001). 
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Chapitre III : Evénements biochimiques précoces 

de la reprise méiotique 

Les hormones stéroïdes et les facteurs de croissance provoquent la reprise de la 

méiose en activant le MPF (maturation promoting factor) et les MAP 

kinases (Mitogen activated protein kinases). Avant de décrire ces effecteurs majeurs 

de la progression méiotique, nous présenterons les événements précoces qui 

entraînent leur activation par la mise en jeu de voies de signalisation Ras-

indépendante (progestérone) ou Ras-dépendante (facteurs de croissance). 

I Stimulation par la progestérone 

1. Diminution de l’AMP cyclique et inhibition de la Protéine Kinase A (Fig. 

10) 

L’incubation des ovocytes en progestérone est immédiatement suivie par une 

diminution de 20 à 80 % du taux intracellulaire d’AMP cyclique (AMPc : Speaker et 

Butcher, 1977; Bravo et coll., 1978; Schorderet-Slatkine et coll., 1978; Maller et coll., 

1979; Cicirelli et Smith, 1985). La synthèse de l’AMPc est catalysée par une enzyme 

membranaire, l’adénylate cyclase, qui est sous le contrôle de protéines G, 

complexes hétérotrimériques (αβγ) activés par leur liaison au GTP. Dans les cellules 

somatiques, ces protéines G inhibent l’adénylate cyclase (protéines Gi : Katada et 

coll., 1986) ou l’activent (protéines Gs : Northup et coll., 1983). La dégradation de 

l’AMPc est due à l’activité de phosphodiestérases. 

Lors de la reprise méiotique, l’inhibition de l’adénylate cyclase membranaire est 

responsable de la diminution du taux d’AMPc dans les ovocytes de xénope (Finidori-

Lepicard et coll., 1981; Sadler et Maller, 1981). Au contraire, les effets de la 

progestérone sur la phosphodiestérase restent peu connus (Maller et Krebs, 1980; 
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Ferrell, 1999). La chute du taux d’AMPc joue un rôle important dans la maturation 

induite par la progestérone : des activateurs de l’adénylate cyclase tels que la 

méthylxanthine (O'Connor et Smith, 1976) ou des inhibiteurs de phosphodiestérase 

comme la théophylline ou la papavérine (O'Connor et Smith, 1976; Bravo et coll., 

1978) bloquent la maturation. L’utilisation de la toxine pertussique, qui inhibe l’activité 

de la protéine Gi, a donné des résultats contradictoires. Des premiers travaux n’ont 

pas révélé d’effet de la toxine pertussique sur la GVBD (Goodhardt et coll., 1984; 

Olate et coll., 1984). Au contraire, l’injection du protomère A de la toxine pertussique 

avant que le MPF ne soit actif inhibe la maturation (Pellaz et Schorderet-Slatkine, 

1989). Les sous-unités Gsα et Gβγ joueraient un rôle crucial dans le maintien de 

l’arrêt en prophase des ovocytes. L’injection d’un anticorps dirigé contre la partie 

carboxy-terminale de la sous-unité α de la protéine Gs entraîne la reprise de la 

méiose en absence de stimulation hormonale (Gallo et coll., 1995). La surexpression 

de la sous-unité Gβ1 seule ou associée à la sous-unité Gγ2 bloque la maturation 

stimulée par la progestérone (Lutz et coll., 2000; Sheng et coll., 2001). Au contraire, 

l’injection d’ARNm codant la sous-unité α de la transducine bovine (Gtα), qui piége 

les sous-unités Gβγ, permet de déclencher la reprise méiotique en absence de 

stimulation hormonale (Sheng et coll., 2001). Une adénylate cyclase proche de AC7 

humaine a été clonée dans les ovocytes de stade VI et nommée xAC7 par deux 

équipes indépendantes (Guzman et coll., 2004; Sheng et coll., 2004). Les sous-

unités Gsα et Gβγ coopéreraient pour activer cette adénylate cyclase (Guzman et 

coll., 2004; Sheng et coll., 2004). 

Le taux d’AMPc contrôle l’activité de la protéine kinase A (PKA) : une diminution du 

taux d’AMPc entraîne une chute de l’activité de la kinase. Très récemment, il a été 

démontré que la progestérone entraîne une diminution de l’activité de la PKA dans 

les ovocytes de xénope (Wang et Liu, 2004). La microinjection d’inhibiteurs de la 

PKA déclenche la maturation sans stimulation hormonale (Maller et Krebs, 1977). 

Les premiers travaux ont montré que l’injection d’une sous-unité catalytique 

constitutivement active de PKA empêche la maturation alors que l’injection de la 

sous-unité régulatrice déclenche la reprise méiotique en absence de stimulation 
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hormonale (Maller et Krebs, 1977). Cependant, l’injection d’une sous-unité 

catalytique inactive de PKA inhibe également la maturation ce qui suggère que la 

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

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

2002). En conclusion, un taux élevé d’AMPc et l’activité de la PKA maintiennent 

l’arrêt en prophase I des ovocytes de xénope. 

2. Le métabolisme des phosphoinositides et l’activation de la Protéine 

Kinase C (Fig. 11) 

Dans les cellules somatiques, les récepteurs couplés aux protéines G agissent 

également sur le métabolisme des phosphoinositides. Les protéines Gq activent la 

phospholipase C-β qui clive le phosphatidylinositol-diphosphate (PIP2) en inositol 

triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG). L’IP3 conduit à la libération des stocks 

intracellulaires de calcium en se liant à un récepteur spécifique sur la membrane du 

réticulum endoplasmique. Le DAG a pour principal rôle d’activer la Protéine Kinase 

C. La présence d’une PKC activable par un analogue du DAG, le TPA (12-O-

tétradécanoylphorbol-13-acétate), a été observée dans les ovocytes de xénope dès 

1988 (Laurent et coll., 1988). Les ovocytes immatures contiennent les isoformes 

PKCα, β, γ et ζ mais ne contiennent pas les formes δ et ε (Dominguez et coll., 1992). 

La sous-unité α des protéines Gq ne semble pas nécessaire à la maturation induite 

par la progestérone même si son injection provoque la GVBD dans des proportions 

allant de 0 à 100% suivant les lots d’ovocytes (Guttridge et coll., 1995). La 

microinjection des phospholipases A2, C et D stimule la reprise méiotique des 

ovocytes de xénope (Carnero et Lacal, 1993). L’effet est relayé par les seconds 

messagers générés par ces enzymes : l’acide arachidonique, le DAG et les acides 

phosphatidiques. La stimulation de la GVBD par injection de PLC est dépendante de 

l’activité de la PKC (Carnero et Lacal, 1993). Un anticorps dirigé contre la PLC 

bloque la maturation déclenchée par l’insuline ou par p21Ras mais n’influence pas la 

progestérone (Garcia de Herreros et coll., 1991). D’autres études démontrent que 

l’injection de p21Ras déclenche la GVBD indépendamment de la phospholipase C et 
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de la PKC (Carnero et coll., 1994) ; seule la PLD semble impliquée. La progestérone 

active donc la maturation par une voie indépendante de p21Ras (Birchmeier et coll., 

1985; Deshpande et Kung, 1987; Korn et coll., 1987) et de la phospholipase C (Stith 

et coll., 1992b). 

Le métabolisme des phosphoinositides au cours de la maturation est un sujet d’étude 

controversé. Certains auteurs montrent que la quantité de DAG ovocytaire diminue 

au cours des cinq premières minutes qui suivent la stimulation par la 

progestérone (Varnold et Smith, 1990). L’activité de PKC est plus faible dans des 

extraits d’ovocytes en métaphase II que dans des extraits d’ovocytes en prophase 

I (Laurent et coll., 1988). La sphingosine ou la staurosporine, inhibiteurs de PKC, 

induisent la reprise méiotique alors que la microinjection de PKC retarde, voire 

inhibe, la GVBD stimulée par la progestérone (Varnold et Smith, 1990). D’autres 

études mettent en évidence une augmentation des niveaux d’IP3 et de DAG pendant 

la maturation (Wasserman et coll., 1990; Han et coll., 1992; Stith et coll., 1992b). La 

diminution observée du taux de DAG (Varnold et Smith, 1990) serait un artefact en 

réponse à l’éthanol dans lequel la progestérone est solubilisée (Wasserman, 1992). 

L’injection de l’oncoprotéine H-Ras entraîne une stimulation rapide de la production 

de DAG (Lacal et coll., 1987). La microinjection de PKCβ ou d’esters de phorbol 

induit la reprise méiotique des ovocytes. Le CGP 41251, un analogue de la 

staurosporine, bloque complètement la maturation stimulée par injection de 

p21Ras (Chung et coll., 1992). L’injection d’un analogue du DAG, le TPA induit 

également la méiose (Stith et Maller, 1987; Pan et Cooper, 1990). PKCζ est requise 

lorsque la GVBD est induite, soit par l’insuline, soit par les injections de p21Ras ou de 

PLC (Dominguez et coll., 1992). L’injection de PKCζ déclenche la reprise méiotique 

des ovocytes et l’activation des voies MPF et MAP kinase de manière dépendante de 

la synthèse protéique (Berra et coll., 1993; Carnero et coll., 1995). Les domaines 

C1b des protéines PKC sont responsables de la liaison des esters de phorbol et du 

DAG. L’injection du domaine C1b de PKCδ induit la GVBD. Ce domaine potentialise 

la stimulation par l’insuline et non par la progestérone. Il agit en synergie avec 

p21Ras (Aroca et coll., 2000). Au contraire, le domaine C1b de PKCγ inhibe la 
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maturation après stimulation par l’insuline mais pas par la progestérone (Pawelczyk 

et coll., 1998). Enfin, la microinjection d’IP3 accélère la maturation qu’elle soit induite 

par l’insuline ou par la progestérone (Stith et Maller, 1987). La néomycine, qui lie 

spécifiquement les phosphoinositides et inhibe leur métabolisme, bloque la reprise 

méiotique induite par l’insuline ou par injection de p21Ras mais pas par la 

progestérone ou par le TPA (Pan et Cooper, 1990). 

L’injection de la phospholipase C augmente la production de DAG et inhibe la 

méiose stimulée par l’insuline ou par la progestérone. Cependant, injectée 1,6 heure 

après la progestérone, l’enzyme en accélère les effets. La microinjection d’un peptide 

inhibiteur de PKC a peu d’effets sur l’action de la progestérone mais accélère la 

reprise méiotique en présence d’insuline. La GVBD est inhibée quand ce même 

peptide est injecté deux heures après la stimulation par l’insuline. De même, la 

staurosporine stimule l’action de la progestérone et de l’insuline mais, ajoutée deux 

heures après l’ajout de l’insuline, elle inhibe son action. La PKC aurait donc d’abord 

un effet inhibiteur sur la division méiotique, puis aurait une action synergique, en 

particulier sur la voie de l’insuline (Stith et coll., 1992a). 

Les PI3-kinases sont une famille d’enzymes qui catalysent la phosphorylation des 

phosphoinositides en position D3 de l’inositol. In vivo, leur produit majeur est le 

phosphatidylinositol triphosphate (PIP3). En plus de leur activité lipide kinase, les 

quatre types de PI3-kinase (α, β, γ et δ) possèdent une activité protéine kinase au 

moins in vitro (Bondeva et coll., 1998; Roche et coll., 1998; Vanhaesebroeck et coll., 

1999; Vanhaesebroeck et Waterfield, 1999). Des inhibiteurs de PI3-kinase comme la 

wortmannine ou le LY294002 bloquent la reprise méiotique stimulée exclusivement 

par l’insuline (Liu et coll., 1995a; Lopez-Hernandez et Santos, 1999). D’autres 

travaux montent des résultats inverses : la wortmannine déclenche la GVBD en 

absence de stimulation hormonale en activant les voies MPF et MAP kinase. Cet 

effet serait indépendant de l’action de la wortmannine sur la PI3-kinase (Carnero et 

Lacal, 1998). L’autre inhibiteur de PI3-kinase, LY294002, retarderait la GVBD par 

l’insuline mais aussi par la progestérone (Hehl et coll., 2001). L’injection du domaine 

SH2 de la sous-unité de 85 kDa de la PI3-K inhibe l’activation de l’enzyme endogène 
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et bloque la maturation lors d’une stimulation par la progestérone (Muslin et coll., 

1993a). L’expression de PI3-Kγ provoque la GVBD ainsi que la phosphorylation de 

MAP kinase et de PKB/Akt. Cette action est dépendante de son activité lipide 

kinase (Hehl et coll., 2001). L’injection de PKB/Akt est capable, seule, d’entraîner la 

reprise de la méiose en activant PDE3 (Andersen et coll., 1998). 

II Stimulation par l’insuline ou l’IGF1 

1. Rappel des voies de signalisation de l’insuline/IGF1 dans les cellules 

somatiques 

Les récepteurs à l’insuline et à l’IGF1 sont deux récepteurs qui présentent de fortes 

homologies. Ils sont groupés dans une même classe au sein de la famille des 

récepteurs à activité tyrosine kinase (Ullrich et Schlessinger, 1990). Dans sa 

conformation native, le récepteur à l’insuline est constitué par l’assemblage covalent 

de deux sous-unités α extracellulaires et de deux sous-unités β intramembranaires et 

intracellulaires pour former un hétérotétramère α2β2 (Cheatham et Kahn, 1995). La 

liaison de l’insuline aux sous-unités α déclenche rapidement une cascade 

d’autophosphorylations sur des résidus tyrosine au sein des sous-unités β (Tornqvist 

et coll., 1987; White et coll., 1988). L’activité kinase du récepteur est capitale : des 

mutations du domaine de liaison de l’ATP qui entraînent une perte de l’activité 

tyrosine kinase, rendent le récepteur biologiquement inactif (Chou et coll., 1987; 

Ebina et coll., 1987; McClain et coll., 1987; Stumpo et Blackshear, 1991). 

Contrairement aux autres récepteurs à activité tyrosine kinase, les récepteurs à 

l’insuline et à l’IGF1 ne lient pas directement les protéines portant des domaines 

SH2 (Src homology 2). Des protéines intermédiaires, dites d’ancrage, relient le 

récepteur et les protéines en aval (Yenush et White, 1997). La principale protéine qui 

interagit avec le récepteur à l’insuline ou à l’IGF1 est le substrat de réponse à 

l’insuline 1 ou IRS1. Il s’agit d’une molécule d’environ 185 kDa, phosphorylée sur des 

résidus tyrosine par le récepteur à l’insuline (Shoelson et coll., 1992; Sun et coll., 

1993), ou par le récepteur à l’IGF1 (Myers et coll., 1993). Dans le modèle de cellules 
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isolées, la phosphorylation d’IRS1 est nécessaire au relais des effets métaboliques 

et de croissance de l’insuline. En effet, ses sites de phosphorylation constituent des 

sites de liaison aux domaines SH2 portés par les protéines situées en aval. Ces 

dernières possèdent également des domaines SH3 qui les relient à leurs propres 

effecteurs (pour revue, Cheatham et Kahn, 1995).  

IRS1 relaie la signalisation des récepteurs à l’insuline et à l’IGF1 à l’activation de la 

PI3-kinase. Cette enzyme est constituée d’une sous-unité régulatrice de 85 

kDa (p85) et d’une sous-unité à activité kinase de 110 kDa (p110). p85 possède 

deux domaines SH2 et un domaine SH3 et se lie aux résidus de tyrosine 

phosphorylés de IRS1 via ses domaines SH2. Cette liaison est nécessaire à 

l’activation de p110 par p85. 

L’insuline ou  IGF1 stimulent également l’oncoprotéine p21Ras qui active la MEK 

kinase Raf et, en conséquence, la voie MAP kinase MEK-ERK (Kolch, 2000). p21Ras  

appartient à une superfamille de petites protéines monomériques liant le GTP et 

possédant une activité GTPasique (Barbacid, 1987; Cantley et coll., 1991). p21Ras 

nouvellement synthétisée est cytosolique. Sa liaison au GTP et son ancrage à la 

membrane la rendent active (Scolnick et coll., 1979; Shih et coll., 1980; Willumsen et 

coll., 1984; Hancock et coll., 1989). Son association à la membrane dépend de trois 

modifications post-traductionnelles : prénylation d’un résidu cystéine conservé en 

position 186, clivage protéolytique des 3 derniers résidus (187 à 189) de la protéine 

et carboxyl méthylation de l’extrémité C-terminale nouvellement formée (Gutierrez et 

coll., 1989). La prénylation de Ras est catalysée par une farnésyl-transférase qui lie 

un groupement farnésyl à la cystéine 186 par l’intermédiaire d’une liaison thio-

ether (Casey et coll., 1989; Lowe et coll., 1990; Manne et coll., 1990; Schaber et 

coll., 1990). Certaines protéines Ras (Ha-Ras, N-Ras, Ras 2) sont en outre 

« lipidées » par palmitoylation sur un ou deux résidus cystéine proches de l’extrémité 

C-terminale farnésylée (Bhattacharya et coll., 1995; Hancock, 1995). Dans le cas 

d’une stimulation par l’insuline ou par l’IGF1, l’activation de la voie de signalisation de 

p21Ras est relayée par Grb2 (Growth factor receptor bound protein 2) qui se lie à 

IRS1 via ses domaines SH2. Les domaines SH3 de Grb2 lui permettent ensuite 
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Figure 12 : Voie de signalisation déclenchée  dans les
ovocytes de xénope par l’insuline/IGF1

IGF-1 R  IGF-1 
Insuline

SOS

Ras Ras

GDPGTP

IRS1

p110

p85

AMPc

PKA

PKB/Akt

PDE3

Raf 1

PI3-kinase

El-Etr et coll., 1979
Maller et Koontz, 1981
Hainaut et coll., 1991
Janicot et coll., 1991
Zhu et coll., 1998
Liu et coll., 1995
Chuang et coll., 1993
Lopez-Hernandez et Santos, 1999
Yamamoto-Honda et coll., 1996
Deuter-Reinhard et coll., 1997

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

Hehl et coll. 2001
Andersen et coll., 2003
Andersen et coll., 1998
Sadler et Maller, 1987
Sadler et Maller, 1989
Deshpande et Kung, 1987
Korn et coll., 1987
Davis et Sadler, 1992
Chuang et coll., 1994
Fabian et coll., 1993

11
12

  13
14
15
16
17
18
19
20

1 2

3 4 5 6 7

6 8 9 10

7 11 12

13 14 15

14 15

16 17 18 19

20 ?



Historique    Chapitre III : Evénements biochimiques précoces de la reprise méiotique 

d’activer la protéine SOS (Son of sevenless) dont l’activité catalytique permet 

l’échange sur p21Ras  d’un GDP contre un GTP. Une voie parallèle permet au 

récepteur de s’affranchir d’IRS1 : le récepteur à l’insuline phosphoryle directement la 

protéine Shc (Src homology 2 domain containing transforming protein) sur des 

résidus tyrosine permettant la liaison de Grb2 qui se lie elle-même à SOS pour 

former un complexe Shc-Grb2-SOS menant à l’activation de p21Ras (Kovacina et 

Roth, 1993; Pronk et coll., 1993; Skolnik et coll., 1993a; Skolnik et coll., 1993b).  

2. La voie de signalisation de l’insuline/IGF1 dans les ovocytes de 

xénope (Fig. 12) 

La micro-injection d’anticorps anti-phosphotyrosine ou de tyrosine phosphatase dans 

l’ovocyte de xénope bloque la maturation déclenchée par l’insuline ou l’IGF1 et 

suggère un rôle nécessaire de la phosphorylation de résidus tyrosine (Cicirelli et 

coll., 1990; Hainaut et coll., 1991). Le récepteur IGFR1 a été cloné et il est identique 

à 76% au récepteur humain de l’IGF1 et à 57% au récepteur humain de l’insuline. 

Cette identité est maximale dans le domaine tyrosine kinase (Zhu et coll., 1998). 

IRS1 relaie les effets de l’insuline et de IGF1 dans l’ovocyte de xénope (Chuang et 

coll., 1993a; Chuang et coll., 1993b). Elle a été clonée et présente 67% d’identité et 

77% d’homologie avec IRS1 de rat (Liu et coll., 1995a).  

Dans l’ovocyte de xénope, comme dans les cellules somatiques, deux voies 

prépondérantes sont mises en action par l’insuline/IGF1. La phosphorylation sur 

tyrosine de XIRS1 provoque sa liaison avec la PI3-kinase et l’activation de cette 

dernière (Chuang et coll., 1993a; Liu et coll., 1995a), activation nécessaire à la 

GVBD (Liu et coll., 1995a; Yamamoto-Honda et coll., 1996; Deuter-Reinhard et coll., 

1997; Lopez-Hernandez et Santos, 1999). La stimulation des ovocytes par 

l’insuline/IGF1 ou par injection de PI3-Kinase active la PKB/Akt (Lopez-Hernandez et 

Santos, 1999; Hehl et coll., 2001). En présence d’insuline, l’activation de PKB/Akt est 

forte et rapide, alors qu’en présence de progestérone, l’activation est beaucoup plus 

modeste et plus lente (Andersen et coll., 2003). L’expression d’une forme 

constitutivement active de PKB/Akt est suffisante pour induire la reprise de méiose 
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des ovocytes (Andersen et coll., 1998). Si l’activation de PKB/Akt est indispensable à 

la GVBD induite par l’insuline, elle n’est pas requise dans le cas des ovocytes 

stimulés par la progestérone. En effet, un dominant négatif de PKB/Akt ou l’injection 

d’un anticorps anti-Akt bloque complètement la reprise méiotique par l’insuline mais 

partiellement (à environ 30%) la GVBD induite par la progestérone (Andersen et coll., 

2003). L’action de PKB/Akt serait relayée par l’activation de la phosphodiestérase 

3 (PDE3) qui conduit à la diminution du taux intracellulaire d’AMPc et à l’inhibition de 

la PKA (Andersen et coll., 2003). L’insuline et IGF1 diminuent la production d’AMPc 

en stimulant l’activité de la PDE et en inhibant l’activité de l’AC (Sadler et Maller, 

1987). Les inhibiteurs de PDE, IBMX, théophylline et papavérine bloquent la 

maturation stimulée par l’insuline ou IGF1 à des concentrations 17 à 60 fois 

inférieures à celles nécessaires pour obtenir le même résultat en 

progestérone (Sadler et Maller, 1989). De même, l’injection d’une forme 

constitutivement active de Ras stimule la PDE. Cet effet peut être empêché par 

l’utilisation d’IBMX (Sadler et Maller, 1989). 

La voie de signalisation activée par l’insuline/IGF1 conduit nécessairement à 

l’activation de p21Ras pour déclencher la GVBD. La micro-injection d’une forme 

dominant négatif de p21Ras bloque la GVBD (Deshpande et Kung, 1987; Korn et coll., 

1987). La micro-injection du domaine SH2 de Grb2 réduit la GVBD de 60% sans 

avoir d’effets sur l’activité de la PI3-Kinase (Chuang et coll., 1994). Dans les 

ovocytes, l’insuline/IGF1 stimule l’association de p21Ras endogène à la 

membrane (Davis et Sadler, 1992). Contrairement à la progestérone et de manière 

surprenante, l’insuline/IGF1 induit une diminution significative de l’activité farnésyl 

transférase (Goalstone et Sadler, 2000). Cependant, des inhibiteurs de farnésyl 

transférase ralentissent sans pour autant bloquer la maturation déclenchée par 

l’IGF1 (Goalstone et Sadler, 2000). La palmitoylation expliquerait ces résultats 

contradictoires : un mutant Ha-Ras farnésylé et méthylé, mais non palmitoylé, est 

incapable de translocation membranaire et ne peut induire la GVBD (Dudler et Gelb, 

1996). Enfin, l’injection d’une forme oncogénique de Ras active le MPF et la voie 

MAP kinase en absence de synthèse de la MAPKK kinase p39Mos et provoque la 
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GVBD, (Dupre et coll., 2002b). L’activation de la voie MAP kinase et la reprise 

méiotique déclenchées par injection d’une forme oncogénique de Ras ou d’un 

récepteur constitutivement actif du HGF-SF (Tpr-Met) sont bloquées par l’injection 

d’un dominant négatif de Raf (Fabian et coll., 1993b). 

III Transcription et synthèse protéique au cours de la méiose 

La transcription de nouveaux ARNm n’est pas nécessaire à la maturation : la reprise 

méiotique déclenchée par la progestérone n’est pas inhibée dans les ovocytes 

énucléés ou dans les ovocytes traités par un inhibiteur de la transcription : 

l’actinomycine D (Schorderet-Slatkine et Drury, 1973; Reynhout et Smith, 1974). Les 

voies stimulées par la progestérone et l’insuline requièrent la traduction d’ARNm 

maternels. La cycloheximide, inhibiteur de synthèse protéique, bloque la maturation, 

qu’elle soit déclenchée par la progestérone (Wasserman et Masui, 1975) ou par 

l’insuline/IGF1 (El-Etr et coll., 1979). Les protéines Ringo/Speedy, p39Mos, certaines 

cyclines, XCdh1, Wee1, Cdk2, XKid sont les principales protéines synthétisées 

impliquées dans la progression du cycle cellulaire. 

La polyadénylation est l’un des mécanismes de contrôle de la synthèse 

protéique (Mendez et Richter, 2001; Richter, 2001). Les ARNm polyadénylés sont 

traduits tandis que les ARNm déadénylés se dissocient des ribosomes et ne sont pas 

traduits (Fig. 13 ;(Paris et Philippe, 1990). Des oligonucléotides antisens dirigés 

contre les séquences de polyadénylation inhibent la maturation induite par la 

progestérone (Sheets et coll., 1995). L’addition d’une queue poly-A prosthétique est 

suffisante pour déclencher la traduction d’un ARNm (Barkoff et coll., 1998). La région 

non traduite 3’ (UTR 3’) des ARNm contient une séquence riche en uracile : le 

CPE (Cytoplasmic polyadenylation element). La présence de cette séquence est 

responsable de la polyadénylation des ARNm (Richter, 1999). Elle est reconnue par 

la protéine CPEB (CPE-binding protein : Paris et coll., 1991; Hake et Richter, 1994). 

CPEB est associée à la maskine, protéine inhibant l’association entre les facteurs 

eIF4E et eIF4G à l’extrémité 5’ de l’ARNm. L’association entre ces deux facteurs est 

nécessaire pour l’initiation de la traduction (Stebbins-Boaz et coll., 1999). Si elle est 
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phosphorylée, CPEB s’associe à la protéine CPSF (Cleavage and polyadenylation 

specificity factor) afin de permettre sa liaison avec la séquence AAUAAA de l’UTR3’. 

Cette liaison est également nécessaire à la polyadénylation (Dickson et coll., 1999; 

Mendez et coll., 2000b). CPSF permet la liaison de la poly(A) polymérase à 

l’extrémité 3’ de l’ARNm qui catalyse l’ajout de résidus adénylyl. Enfin, des protéines 

de liaison aux séquences polyA, les PABP (PolyA Binding proteins) permettent 

l’association du facteur eIF4G avec eIF4E à la place de la Maskine à l’extrémité 5’ de 

l’ARNm ce qui entraînerait l’initiation de la traduction (Fig. 13 ; revue, Mendez et 

Richter, 2001). 

 La liaison de CPEB à CPSF nécessite la phosphorylation du résidu Ser 174 de 

CPEB. Cette phosphorylation est catalysée par la kinase Aurora A/Eg2 (Mendez et 

coll., 2000a; Mendez et coll., 2000b). La glycogène-synthase kinase 3 (Gsk3) 

contrôle directement l’activité d’Aurora A, que les ovocytes soient stimulés par la 

progestérone ou par l’insuline. Dans le cas particulier de l’insuline, l’activation 

d’Aurora A est contrôlée par la PKC et la PI3 kinase (Sarkissian et coll., 2004). In 

vitro, Gsk3 phosphoryle Aurora A sur le résidu Ser 290/291, ce qui conduit à 

l’autophosphorylation d’Aurora A sur le résidu Ser 349. Ces deux phosphorylations 

diminuent la capacité de Aurora A à phosphoryler CPEB (Sarkissian et coll., 2004). 

Gsk3 exercerait donc un rôle négatif sur la traduction des ARNm. Ces données 

confirment des résultats montrant que GSK3β est active dans les ovocytes de 

xénope arrêtés en prophase I et qu’elle est inactivée dès la reprise méiotique 

déclenchée par la progestérone (Fisher et coll., 1999b). L’expression d’une forme 

dominant négatif de GSK3β ou l’injection d’un anticorps la neutralisant accélèrent la 

maturation (Fisher et coll., 1999b). L’injection de Aurora A constitutivement active 

déclenche également la GVBD mais les ovocytes restent en première division de 

méiose. Les chromosomes sont condensés mais le fuseau est absent. Aurora A est 

hyperphosphorylée et activée au moment de l’activation du MPF. Elle est ensuite 

progressivement déphosphorylée et inactivée avant d’être phosphorylée à 

nouveau (Ma et coll., 2003).  
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CPEB est présente dans tous les stades (I à VI) d’ovocytes immatures. Elle est 

hyperphosphorylée au moment de la GVBD et n’est plus détectable une heure 

après (Thom et coll., 2003). La phosphorylation de la région N-terminale de CPEB 

est responsable de la dégradation de cette protéine par le protéasome. p34Cdc2 serait 

responsable de ces phosphorylations (Reverte et coll., 2001; Thom et coll., 2003). La 

dégradation de la CPEB est requise pour la transition méiose I-méiose II ainsi que 

pour la polyadénylation et la traduction du deuxième groupe d’ARNm polyadénylés 

auquel appartient l’ARNm de la cycline B1 (Mendez et coll., 2002). Il faut noter que 

chez la palourde, CPEB est phosphorylée dans un premier temps par MAP kinase et 

dans un second temps par p34Cdc2, au moment de la GVBD (Katsu et coll., 1999). La 

polyadénylation des ARNm varie au cours de la maturation : les ARNm codant 

p39Mos sont polyadénylés dès l’entrée en première division de méiose. Les ARNm 

codant la cycline B1 sont polyadénylés au cours de la première division de méiose. 

Dans ce cas, la polyadénylation nécessite la présence de p39Mos et l’activité de 

p34Cdc2 (Ballantyne et coll., 1997; de Moor et Richter, 1997; Mendez et Richter, 

2001).  

IV Différences entre les voies de transduction de la 

progestérone et de l’Insuline/IGF1 

Les deux voies nécessitent l’intervention d’un récepteur membranaire, 

vraisemblablement à sept hélices transmembranaires pour la progestérone (Zhu et 

coll., 2003a; Zhu et coll., 2003b), à activité tyrosine kinase pour 

l’insuline/IGF1 (Ullrich et Schlessinger, 1990). L’injection d’une protéine tyrosine 

phosphatase (PTPase) retarde la maturation induite par l’insuline, par la 

progestérone et par injection de MPF (Cicirelli et coll., 1990; Tonks et coll., 1990). 

Les PTPases ont donc un deuxième site d’action en aval du MPF. Néanmoins, le 

retard est moins important et la GVBD50 est moins sensible à la dose de PTPase 

dans le cas de la progestérone (Tonks et coll., 1990). L’inhibition de p21Ras par un 

anticorps neutralisant inhibe la reprise méiotique stimulée par l’insuline et non par la 

progestérone (Deshpande et Kung, 1987; Korn et coll., 1987). La progestérone 
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déclenche une diminution du taux intracellulaire d’AMP cyclique résultant de 

l’inhibition d’une adénylate cyclase (Speaker et Butcher, 1977; Bravo et coll., 1978; 

Schorderet-Slatkine et coll., 1978; Maller et coll., 1979; Cicirelli et Smith, 1985). 

L’injection de p21Ras n’est pas accompagnée de modifications décelables du taux 

d’AMPc (Korn et coll., 1987). L’insuline/IGF1 provoque une diminution du taux 

intracellulaire d’AMPc en inhibant une phosphodiestérase, probablement par 

l’intermédiaire la voie PI3-K/Akt (Sadler et Maller, 1987 ; Sadler et Maller, 1989 ; 

Andersen et coll., 2003). Les effets de l’insuline nécessitent l’activation de la PI3-

Kinase (Andersen et coll., 2003). 
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Chapitre IV : Le MPF et les complexes 

Cycline/CDK 

I Mise en évidence 

Les expériences de transfert de cytoplasme d’ovocyte mature de Rana pipiens dans 

des ovocytes immatures receveurs ont démontré l’existence d’un facteur 

cytoplasmique baptisé MPF (Maturation promoting factor) responsable de l’entrée en 

méiose (Fig. 14 ; Masui et Markert, 1971). Des expériences de microinjections 

croisées entre des ovocytes de genres et d’espèces différents (Rana pipiens, 

Xenopus laevis, souris, étoile de mer, etc.) ont montré que le MPF n’est pas 

spécifique de l’espèce ou du phylum (Reynhout et Smith, 1974; Wasserman et 

Smith, 1978). Il est établi que ce même facteur est responsable de l’entrée en mitose 

et plus généralement de l’entrée en phase M (Sunkara et coll., 1979; Nelkin et coll., 

1980). Il est maintenant appelé M-phase promoting factor. 

II Purification et identification 

1. p34Cdc2 

La purification du MPF a été permise pour la première fois dans les ovocytes de 

xénope, via la détection de son activité kinasique par chromatographie puis analyse 

sur gel. Le MPF est constitué de deux sous-unités protéiques de 32 et 45 

kDa (Lohka et coll., 1988). Chez la levure Schizosaccharomyces pombe, l’étude de 

mutants présentant un défaut thermosensible de la progression du cycle 

cellulaire (gènes cdc) a permis d’identifier la sous-unité catalytique. Des anticorps 

dirigés contre le produit du gène cdc2 reconnaissent sur immunoempreinte la sous-

unité de 32 kDa du MPF (Gautier et coll., 1988). Des orthologues de ce gène ont été 
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retrouvés dans de nombreuses espèces. Ils codent des protéines très conservées 

dont la masse varie entre 32 et 34 kDa. Elles contiennent toutes une séquence de 16 

acides aminés renfermant un motif « PSTAIR » (acides aminés 45 à 50 chez le 

xénope). Ces protéines sont des Ser/Thr kinases. p34Cdc2 a été clonée chez le 

xénope (GI 740281 : Milarski et coll., 1991). 

2. La cycline B 

Les cyclines appartiennent à une famille de protéines dont les premières ont été 

découvertes dans les blastomères d’invertébrés marins : leurs taux varient en 

fonction des phases du cycle cellulaire. La plupart des cyclines sont rapidement 

synthétisées au cours de l’interphase et brusquement dégradées à la fin de chaque 

mitose (Evans et coll., 1983).  

Dans les ovocytes de xénope, le deuxième composant du MPF est reconnu par des 

anticorps dirigés contre la cycline B (Gautier et coll., 1990). Cette dernière avait été 

identifiée comme composant du MPF chez d’autres espèces dès 1989 (Minshull et 

coll., 1989). Le MPF est constitué par l’association de ces deux sous-unités. La 

cycline B a un rôle essentiellement régulateur alors que p34Cdc2 porte l’activité 

kinasique. p34Cdc2 est le premier membre d’une famille de kinases dont l’activité 

nécessite leur liaison à une cycline (Doree et Hunt, 2002). Ces kinases sont 

dénommées CDK (Cyclin dependent kinases) : p34Cdc2 a reçu le nom de Cdk1. 11 

CDK sont actuellement connues ainsi que 14 (A à L et T) types de cyclines. De 

multiples complexes cycline/CDK sont impliqués dans différentes phases du cycle 

cellulaire. L’hétérodimère composé de p34Cdc2 / cycline B est le complexe 

universellement reconnu comme responsable de l’entrée et de la sortie de phase 

M (Fig. 15). 
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III Mécanismes de régulation de l’activité du MPF au cours de 

la maturation 

1. Variations de l’activité MPF 

Dans les ovocytes, l’activité du MPF est mesurée grâce à sa capacité à phosphoryler 

l’histone H1, l’une des cibles de p34Cdc2. L’activation du MPF déclenche l’entrée en 

phase M. A l’inverse, la sortie de phase M nécessite l’inactivation du complexe 

cycline B / p34Cdc2. Lors de la transition métaphase - anaphase I, la diminution de 

l’activité H1 kinase permet la sortie de phase M (Kobayashi et coll., 1991; Ohsumi et 

coll., 1994; Roy et coll., 1996; Gross et coll., 2000). L’activité kinasique résiduelle du 

MPF est essentielle à l’absence d’interphase et de réplication de l’ADN entre la 

méiose I et la méiose II et donc à l’entrée en méiose II (Furuno et coll., 1994; Picard 

et coll., 1996; Roy et coll., 1996; Thibier et coll., 1997; Gross et coll., 2000; Iwabuchi 

et coll., 2000). Lors du blocage en métaphase II, l’activité H1 kinase reste élevée et 

ne disparaît qu’au moment de la fécondation, permettant la sortie de méiose II et la 

reformation d’une enveloppe nucléaire pour donner le pronucleus femelle (Lorca et 

coll., 1992). 

Un stock de pré-MPF (cyclineB2 / p34Cdc2) est maintenu sous forme inactive dans le 

cytoplasme des ovocytes de stade VI immatures (Gautier et Maller, 1991; Kobayashi 

et coll., 1991; Krek et Nigg, 1991b; a; Norbury et coll., 1991; Solomon et coll., 1992). 

La cycline B2 et p34Cdc2 sont détectées dans les ovocytes dès le stade I (Furuno et 

coll., 2003). La forme libre de p34Cdc2 présente une activité kinasique faible (Lorca et 

coll., 1992). Cette activité est donc dépendante de la liaison entre la cycline B et 

p34Cdc2. Les modifications de l’état de phosphorylation de p34Cdc2 régulent l’activité 

kinasique (Fig. 16 ; Solomon et coll., 1992; Solomon, 1993; 1994). 

2. La CAK et la cycline B 

La phosphorylation de p34Cdc2 sur le résidu Thr 161 change sa conformation  et 

facilite sa liaison avec la cycline (Jeffrey et coll., 1995; Paulovich et Hartwell, 1995). 
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Cette phosphorylation est catalysée par une enzyme appelée CAK (CDK activating 

kinase). La CAK est constituée par le complexe cycline H/Cdk7/Mat1 (Fesquet et 

coll., 1993; Poon et coll., 1993; Solomon et coll., 1993; Adamczewski et coll., 1996; 

Nigg, 1996). Cdk7 (MO15) est la sous-unité catalytique (Solomon et coll., 1993), la 

cycline H est la sous-unité régulatrice (Fisher et Morgan, 1994; Makela et coll., 

1994). Le taux de cette cycline reste constant au cours du cycle cellulaire, 

contrairement aux autres cyclines. La phosphorylation de la Thr161 a lieu en phase 

G2 et sa déphosphorylation par la phosphatase KAP a lieu après la dégradation de 

la cycline B (Hannon et coll., 1994; Poon et Hunter, 1995; Hanlon et Barford, 1998). 

La liaison de la cycline B génère un changement de conformation qui démasque le 

site catalytique de p34Cdc2 et favorise son activité Ser/Thr kinase (De Bondt et coll., 

1993). Toutes les cyclines s’associent avec les CDK par l’intermédiaire d’une région 

appelée « cyclin box » (Nugent et coll., 1991; Kobayashi et coll., 1992; Lees et 

Harlow, 1993). L’injection de ce domaine de liaison est suffisante pour induire la 

reprise méiotique des ovocytes de xénope (Lees et Harlow, 1993). La partie N-

terminale de la « cyclin box » stabilise le complexe cycline/CDK (Endicott et coll., 

1999). 

Les cyclines B contiennent dans leurs extrémités N-terminales une séquence 

d’export nucléaire. La phosphorylation de cette séquence est nécessaire pour, d’une 

part,  l’accumulation de la cycline B dans la vésicule germinative et d’autre part, 

l’activité du complexe cycline B1/p34Cdc2 (Pines et Hunter, 1994; Yang et coll., 

1998a; Hagting et coll., 1999) ainsi que du complexe cycline B2/p34Cdc2 (Yoshitome 

et coll., 1998). Chez l’étoile de mer, la cycline B est phosphorylée par le MPF lui-

même (Borgne et coll., 1999). Dans l’ovocyte de xénope, la phosphorylation de la 

cycline B se produit au même moment que le MPF (Minshull et coll., 1991). In vivo, 

p34Cdc2 phosphoryle la cycline B2 sur son résidu Ser 90 (Gautier et coll., 1990; Izumi 

et Maller, 1991). En outre, une kinase de la cycline B2, Cyk, a été identifiée dans les 

ovocytes. Il s’agit d’une forme particulière de la Calcium/calmoduline-dépendante 

protéine kinase II (CaMKII) qui est activée avant le MPF. Elle phosphoryle in vitro la 

cycline B2 sur les résidus Thr 41 et Ser 53. Par contre, une mutation inhibitrice ou 
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activatrice de ces sites de phosphorylation ne révèle aucune implication dans la 

reprise méiotique ou la dégradation de la cycline (Derua et coll., 1997; Stevens et 

coll., 1999). 

3. Myt1 et Wee1 

Dans les ovocytes immatures, la cycline B2 et p34Cdc2 sont associées sous forme de 

pré-MPF. p34Cdc2 est maintenue inactive par phosphorylation des résidus Thr14 et 

Tyr15 par la kinase membranaire Myt1 (Mueller et coll., 1995b; Liu et coll., 1997; 

Palmer et coll., 1998). Ces résidus sont phosphorylés lorsque p34Cdc2 s’associe à la 

cycline B2 (Solomon et coll., 1990; Meijer et coll., 1991; Solomon et coll., 1992). Ces 

deux résidus sont situés au cœur du domaine de fixation de l’ATP de p34Cdc2 et leur 

phosphorylation inhibe la liaison de l’ATP (Gould et Nurse, 1989). Myt1 est présente 

dans les ovocytes dès le stade I. Sa quantité augmente jusqu’au stade IV (Furuno et 

coll., 2003). Elle est elle-même contrôlée par des phosphorylations qui empêchent 

son activité (Mueller et coll., 1995b). Ces phosphorylations sont catalysées par deux 

membres de la voie ERK de l’ovocyte : p39Mos (Peter et coll., 2002) et p90Rsk (Palmer 

et coll., 1998). Dans les ovocytes de l’étoile de mer Asterina pectinifera, Myt1 est 

également phosphorylée par PKB/Akt (Okumura et coll., 2002). Une autre kinase 

inhibitrice mais nucléaire, Wee1, ne phosphoryle que le résidu tyr15 (Featherstone et 

Russell, 1991; Parker et coll., 1992; Booher et coll., 1993; Lee et coll., 1994; Mueller 

et coll., 1995a; Watanabe et coll., 1995). La quantité de XeWee1 varie au cours de la 

croissance ovocytaire : elle est présente aux stades I, II et III puis disparaît (Nakajo 

et coll., 2000; Furuno et coll., 2003). Elle ne réapparaît que 1 à 1,5h après la GVBD, 

puis durant la méiose II et les cycles de division embryonnaire précoces (Murakami 

et Vande Woude, 1998; Nakajo et coll., 2000). La surexpression de XeWee1 réduit 

fortement la GVBD (5 à 10 %) lors d’une stimulation par la progestérone. Dans ces 

ovocytes, la phosphorylation de la Tyr15 de p34Cdc2 est maintenue. L’absence de 

XeWee1 est requise pour la suppression de la phase S après la première division de 

méiose (Nakajo et coll., 2000). 
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4. Cdc25 

La déphosphorylation des résidus Thr14 et Tyr15, par Cdc25, est responsable de 

l’activation du MPF. Cdc25 est une phosphatase à double spécificité, capable de 

déphosphoryler des résidus Ser/Thr aussi bien que des résidus tyrosine (Dunphy et 

Kumagai, 1991; Gautier et Maller, 1991; Kumagai et Dunphy, 1991; Strausfeld et 

coll., 1991). Chez les mammifères, trois Cdc25 ont été identifiées (A, B et C) 

relativement homologues dans leurs domaines en position C-terminale (Sadhu et 

coll., 1990; Galaktionov et Beach, 1991). Cdc25C agit in vivo comme régulateur de la 

transition G2/M (Millar et coll., 1991) en activant le complexe cycline 

B/Cdk1 (Hoffmann et coll., 1993; Strausfeld et coll., 1994). Cdc25B est également 

fortement exprimée dans les cellules au moment de la transition G2/M (Kakizuka et 

coll., 1992). Quant à Cdc25A, elle est phosphorylée et activée en phase S et sa 

phosphorylation dépend de l’activité du complexe cycline E/Cdk2 (Hoffmann et coll., 

1994). Trois isoformes fortement homologues ont été clonées chez le 

xénope (Kumagai et Dunphy, 1991; Izumi et coll., 1992). La microinjection d’une 

protéine recombinante Cdc25A humaine déclenche l’activation du MPF et la GVBD 

en absence de stimulation hormonale et de synthèse protéique (Rime et coll., 1994). 

L’activité de Cdc25 est dépendante de son état de phosphorylation. La 

phosphorylation du résidu Ser 287 lie cette phosphatase aux protéines 14-3-3 ce qui 

provoque la séquestration et l’inhibition de Cdc25 (Kumagai et coll., 1998; Yang et 

coll., 1999; Mils et coll., 2000; Morris et coll., 2000; Graves et coll., 2001; Giles et 

coll., 2003). Les kinases responsables de cette phosphorylation seraient Chk1 (Oe et 

coll., 2001) et la PKA (Duckworth et coll., 2002). La déphosphorylation du résidu Ser 

287 de Cdc25 serait contrôlée par les phosphatases PP1 et PP2A. Cependant, la 

protéine 14-3-3 protégerait ce résidu de la déphosphorylation. Lors de l’entrée en 

phase M, la dissociation de 14-3-3 précéderait la déphosphorylation de la Ser 287 de 

Cdc25 (Hutchins et coll., 2002; Margolis et coll., 2003). 

Lors de son activation, Cdc25 est hyperphosphorylée. Ceci se traduit par 

l’observation sur immunoempreinte d’un important retard de mobilité 
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électrophorétique (de l’ordre de 16 kDa : Izumi et coll., 1992). Dans les ovocytes en 

prophase I, Cdc25 est maintenue déphosphorylée et inactive par une phosphatase 

sensible à l’acide okadaïque (Izumi et coll., 1992; Kumagai et Dunphy, 1992; 

Hoffmann et coll., 1993). Cette phosphatase serait PP2A (Kumagai et Dunphy, 1992; 

Clarke et coll., 1993). Au cours de la phase M, Cdc25 est hyperphosphorylée dans 

son domaine N-terminal par la kinase Plx1 (Polo-like kinase 1 de xénope : Kumagai 

et Dunphy, 1996; Qian et coll., 1998a). L’injection d’anticorps anti-Plx1 ou de forme 

dominant négatif de Plx1 retarde la phosphorylation et l’activation de Cdc25 lors 

d’une stimulation des ovocytes par la progestérone (Qian et coll., 1998a). De plus, 

l’injection de Cdc25 restaure les effets délétères de l’injection d’anticorps anti-Plx1. 

L’injection de Plx1 accélère l’activation de Cdc25 et l’entrée en méiose. Ces 

expériences situent Cdc25 en aval de la cascade de phosphorylation Plx1/XPlkk1. 

En effet, Plx1 est contrôlée par phosphorylation par la kinase XPlkk1 (Polo-like 

kinase kinase : Qian et coll., 1998b). La kinase responsable de la phosphorylation et 

de l’activation de Xplkk1 n’a pas encore été identifiée. 

Les expériences de microinjection de cytoplasme ont révélé l’existence d’une boucle 

d’autoamplification du MPF (Masui et Markert, 1971; Wasserman et Masui, 1975). In 

vitro, le MPF phosphoryle et active Cdc25 sur au moins 5 résidus situés dans la 

partie N-terminale régulatrice : Thr48, Thr67, Thr138, Ser205 et Ser285 (Hoffmann et 

coll., 1993; Izumi et Maller, 1993; Strausfeld et coll., 1994). La phosphorylation de 

ces résidus est nécessaire à l’autoamplification du MPF par Cdc25 (Izumi et Maller, 

1993). Le MPF est également capable de phosphoryler Plx1 in vitro. Cette 

phosphorylation n’est pourtant pas capable d’activer Plx1 (Qian et coll., 1998a). 

Cependant, l’activation directe du MPF par injection de Cdc25 active dans les 

ovocytes entraîne une activation de Plx1 démontrant qu’il existe un rétrocontrôle 

positif du MPF sur Plx1 (Qian et coll., 1998a). Enfin, l’activation et l’autoamplification 

du MPF nécessite la présence de Plx1. Le MPF n’est pas activé dans des ovocytes 

de stade IV stimulés par la progestérone bien que les taux intracellulaires en AMPc 

diminuent  (Mulner et coll., 1983; Sadler et Maller, 1983). L’injection de cytoplasme 

d’œuf mature dans des ovocytes de stade IV ne permet pas la déphosphorylation du 
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résidu Tyr15 de p34Cdc2 (Rime et coll., 1994). Ces ovocytes contiennent du pré-MPF 

et Cdc25 (Rime et coll., 1994; Furuno et coll., 2003). Par contre, Plx1 n’est pas 

exprimée. La surexpression de Plx1 permet d’activer l’autoamplification du MPF dans 

les ovocytes de stade IV (Karaiskou et coll., 2004). 

 5. Synthèse et dégradation de la cycline B 

Dans des extraits cytoplasmiques d’œufs de xénope, les taux de cycline B varient de 

manière cyclique. Cette variation disparaît lorsque la synthèse protéique est inhibée 

ou lorsque les ARNm subissent un traitement par la RNase. Dans ce cas, la 

réactivation du MPF peut être obtenue par l’injection d’ARNm de cycline B 

d’oursin (Murray et Kirschner, 1989).  

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

coll., 1989; Brandeis et coll., 1998). Les cyclines B2 et B5 sont stockées dans les 

ovocytes immatures sous forme de pré-MPF. L’incubation des ovocytes en 

progestérone stimule la synthèse de novo des cycline B1 et B4 juste avant la GVBD. 

Les taux des cycline B1, B2, B4 et B5 restent stables au moment de la 

métaphase II (Kobayashi et coll., 1991; Rime et coll., 1994; Hochegger et coll., 

2001). Bien que les ovocytes contiennent des ARNm codant la cycline B3, ceux-ci ne 

semblent pas traduits et la cycline B3 ne jouerait aucun rôle dans la reprise 

méiotique (Hochegger et coll., 2001). La synthèse de la cycline B1 est contrôlée 

négativement par la PKA. Elle est indépendante de l’activité du MPF (Frank-Vaillant 

et coll., 1999). Les ARNm de la cycline B1 contiendraient dans leur UTR3’ un à 

plusieurs éléments répresseurs de la polyadénylation (Barkoff et coll., 2000). 

Dans les ovocytes de xénope, la micro-injection de cyclines A ou B, sous forme 

d’ARNm ou de protéines, provoque la GVBD en l’absence de stimulation hormonale 

et de synthèse protéique (Swenson et coll., 1986; Roy et coll., 1991; Huchon et coll., 

1993; Taieb et coll., 1997). La quantité de cycline B stockée dans les ovocytes 

immatures sous forme de pré-MPF est suffisante pour permettre la GVBD 
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indépendamment de la synthèse de nouvelles molécules de cyclines (Minshull et 

coll., 1991; Hochegger et coll., 2001). 

Entre les deux divisions de méiose, la quantité de cyclines B et l’activité H1 kinase 

diminuent de 50 à 70% (Kobayashi et coll., 1991; Ohsumi et coll., 1994; Roy et coll., 

1996; Gross et coll., 2000). La dégradation des cyclines B est partiellement masquée 

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

cyclines B par le protéasome conditionnent la sortie de phase M (Zachariae et 

Nasmyth, 1999; Nasmyth et coll., 2000). L’ubiquitinylation est réalisée par 

l’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 des mutations de la « destruction box » empêchent la dégradation de 

la cycline. L’injection d’une forme non dégradable de cycline B dans les ovocytes de 

xénope déclenche la reprise de la méiose mais les ovocytes restent bloqués en 

métaphase I (Huchon et coll., 1993). L’ubiquitine ligase spécifique de la transition 

métaphase-anaphase est l’APC (Anaphase promoting complex). L’activation de 

l’APC nécessite sa liaison à deux protéines régulatrices : p55Cdc20/Fizzy et 

Cdh1/Hct1/Fizzy-related (Schwab et coll., 1997; Sigrist et Lehner, 1997; Visintin et 

coll., 1997; Fang et coll., 1998b; a; Kramer et coll., 1998; Lorca et coll., 1998; 

Zachariae et coll., 1998). L’activité de ces deux protéines est contrôlée par leur état 

de phosphorylation. Des expériences menées in vitro à partir de protéines de 

palourde et d’humain ont montré que p55Cdc20 ne peut activer l’APC que si elle est 

phosphorylée au préalable par le MPF (Kotani et coll., 1999). Dans les ovocytes de 

xénope, l’activité de l’APC-Xp55Cdc20 ne serait pas nécessaire à la transition 

métaphase I-anaphase I alors qu’elle est requise à la transition métaphase II -

anaphase II (Peter et coll., 2001; Taieb et coll., 2001).  

L’inactivation du MPF nécessite la déphosphorylation du résidu Thr161 de p34Cdc2 

qui n’est possible qu’après la dégradation de la cycline B (Lorca et coll., 1992). 
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6. Protéines associées au MPF 

¾ Xe-p9 

Des protéines associées au complexe cycline B/p34Cdc2 modulent son activité. 

p13Suc1 est la première molécule associée au MPF identifiée chez la levure fissipare 

et porte le nom de Cks1 chez la levure bourgeonnante. Cette protéine est capable de 

complémenter l’effet de mutations de p34Cdc2 chez ces levures (Hayles et coll., 1986; 

Hadwiger et coll., 1989). In vitro, cette protéine se lie à p34Cdc2 pour en réguler 

l’activité (Brizuela et coll., 1987; Hadwiger et coll., 1989). Chez le xénope, 

l’homologue de p13Suc1/Cks est la protéine Xe-p9. Dans des extraits interphasiques, 

son immunosuppression empêche l’entrée en mitose. Ce résultat suggère que Xe-p9 

régule l’activation du MPF à la transition G2/M (Patra et Dunphy, 1996) et facilite la 

phosphorylation de Cdc25, Myt1 et Wee1 par le MPF (Patra et coll., 1999). En outre, 

Xe-p9 régule de manière positive la phosphorylation de la sous-unité Cdc27 de l’APC 

par le MPF (Patra et Dunphy, 1998). Xe-p9 est donc impliquée dans la dégradation 

de la cycline B par l’APC (Patra et Dunphy, 1998).  

¾ Ringo/Speedy 

La protéine Ringo, encore appelée Speedy, ne présente aucun domaine d’homologie 

connu avec d’autres protéines hormis une séquence d’export nucléaire (Ferby et 

coll., 1999; Lenormand et coll., 1999). L’injection de Ringo dans des ovocytes 

immatures entraîne l’activation du MPF et de la voie MAP kinase et la GVBD en 

absence de stimulation hormonale. L’injection d’oligonucléotides antisens dirigés 

contre l’ARNm de Ringo bloque la reprise méiotique en progestérone (Ferby et coll., 

1999; Lenormand et coll., 1999). Ringo se lie à p34Cdc2 monomérique et l’active alors 

qu’elle est incapable de se fixer à p34Cdc2 lorsque celle-ci est associée à la cycline 

B (Ferby et coll., 1999; Lenormand et coll., 1999; Karaiskou et coll., 2001). Cette 

activation de p34Cdc2 est indépendante de la phosphorylation du résidu Thr 

161 (Karaiskou et coll., 2001). Chez la souris, Ringo induit également l’activation du 

MPF et la GVBD (Terret et coll., 2001). 
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III Cibles du MPF 

Les lamines, protéines constitutives de la lamina de l’enveloppe nucléaire, sont 

hyperphosphorylées lors de l’entrée en mitose et déphosphorylées à la sortie de 

phase M (Burke et Gerace, 1986; Heald et McKeon, 1990). Cette phosphorylation 

serait responsable de la GVBD. Les sites de phosphorylation in vivo de la lamine B2 

sont phosphorylés in vitro par p34Cdc2 (Peter et coll., 1990). La phosphorylation des 

lamines par p34Cdc2 n’est pourtant pas suffisante puisque, dans des extraits 

acellulaires, des noyaux interphasiques ne subissent pas la GVBD, même si les 

lamines sont phosphorylées par du MPF purifié (Peter et coll., 1990). Les mêmes 

sites de phosphorylation des lamines sont phosphorylés par les MAP kinases (Peter 

et coll., 1992). 

Le MPF phosphoryle l’histone H1 in vitro et in vivo (Guo et coll., 1995). Cette 

phosphorylation serait impliquée dans la condensation des chromosomes par le biais 

du recrutement de facteurs de compaction telle que la topoisomérase II (Adachi et 

coll., 1991). 

Au cours de la maturation, le MPF phosphoryle in vivo les sous-unités δ et γ du 

facteur d’élongation EF1 (Mulner-Lorillon et coll., 1989; Belle et coll., 1995). Le MPF 

contrôle également la synthèse protéique par l’intermédiaire de la voie Aurora 

A/CPEB. L’activité de Aurora A augmente parallèlement à celle de p34Cdc2. La 

synthèse d’Aurora A est indépendante du MPF. Les inhibiteurs de p34Cdc2, p21Cip1, 

roscovitine et 6-Diméthylaminopurine empêchent la phosphorylation et bloquent 

l’activité de Aurora A (Frank-Vaillant et coll., 2000). CPEB est également 

phosphorylée in vitro par p34Cdc2 (Paris et coll., 1991). Cette phosphorylation 

entraîne la dégradation de CPEB (Reverte et coll., 2001; Thom et coll., 2003). 

Enfin, le MPF est associé aux microtubules (Fellous et coll., 1994; Ookata et coll., 

1995). In vitro, p34Cdc2 régule la vitesse d’élongation des microtubules (Verde et coll., 

1990; Verde et coll., 1992). Le MPF est associé aux microtubules par l’intermédiaire 

de Map4. p34Cdc2 phosphoryle Map4 et inhibe ainsi son activité stabilisatrice des 

microtubules. Néanmoins Map4 ne perd pas sa capacité de fixation aux 
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microtubules, ce qui maintient la localisation du MPF au niveau du fuseau de 

division (Ookata et coll., 1995). L’association de p34Cdc2 à d’autres MAP n’est pas 

exclue. Le MPF phosphoryle Map2 (Faruki et coll., 1992; Itoh et coll., 1997) et 

entraîne une diminution, d’une part de la capacité de fixation de Map2 sur la tubuline 

et d’autre part de la polymérisation des microtubules (Burns et coll., 1984). p34Cdc2 

phosphoryle également la stathmine sur deux des quatre résidus sérine dont la 

phosphorylation est nécessaire à la progression mitotique (Larsson et coll., 1995; 

Marklund et coll., 1996; Larsson et coll., 1997). XMap215 est aussi phosphorylée in 

vitro par p34Cdc2 (Vasquez et coll., 1999). Toutes ces MAP peuvent être 

phosphorylées par MAP kinase. 
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Chapitre V : Les voies des MAP kinases 

I Généralités 

La première MAP kinase (d’abord Microtubule associated protein kinase) a été 

identifiée dans les cellules NIH 3T3 stimulées par l’insuline, grâce à sa capacité de 

phosphorylation de Map2. Elle fut baptisée Erk1 (Extracellular regulated kinase 1) en 

raison de son activation en réponse aux signaux extracellulaires (Boulton et coll., 

1990). Cette kinase est l’un des membres d’une famille de protéines appelées MAP 

kinases (Mitogen activated protein kinases) activées au cours de cascades de 

phosphorylations déclenchées par des signaux extracellulaires tels que les agents 

mitogènes. Les membres de ces cascades sont organisés en modules indépendants 

dont chacun active celui qui le suit en le phosphorylant. On distingue plusieurs 

modules : une MAP kinase kinase kinase (MAPKKK), une MAP kinase 

kinase (MAPKK) et une MAP kinase (MAPK). Les modules MAPKKK et MAPKK sont 

appelés respectivement MAPK/ERK kinase kinase (MEKK) et MAPK/ERK 

kinase (MEK) dans le cas des voies des MAP kinases Erk 1 et 2. Enfin, les MAPK-

activated protein kinases (MAPAPK) sont en aval des MAP kinases (Fig.17 ; revue, 

Tanoue et Nishida, 2003). Ces cascades de phosphorylations sont également 

régulées par des protéines phosphatases à double spécificité (qui déphosphorylent 

les résidus Ser/Thr et Tyr). Ces phosphatases sont spécifiques des MAP kinases et 

sont appelées MAPK phosphatases (MKP). 

Les membres de la famille des MAP kinases sont répartis en cinq groupes ayant 

leurs propres mécanismes de régulation : 

• Les MAP kinases ERK répondent aux signaux extracellulaires stimulant la 

croissance ou la différenciation. 
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• Les MAP kinases JNK ou SAP kinases (c-Jun N-terminal kinases ou Stress 

activated protein kinases) sont activées par des signaux de stress. 

• Les MAP kinases de la famille de p38MAPK répondent également à des signaux de 

stress. 

• La MAP kinase Erk5 (encore appelée Big MAP kinase) est impliquée dans la 

réponse aux signaux de stress nutritionnel. 

• La MAP kinase Erk3 est encore très mal connue. 

 

II Voies MAP kinases et reprise méiotique 

1. Les modules identifiés dans l’ovocyte 

1.1. Module MAPKKK 

1.1.1. p39Mos 

La protéine Mos est le produit du proto-oncogène homologue cellulaire de 

l’oncogène v-mos du virus responsable du sarcome murin de Moloney (Oskarsson et 

coll., 1980; Van Beveren et coll., 1981). Dans les cellules somatiques, elle n’est 

généralement pas exprimée (Propst et Vande Woude, 1985). Dans les cellules 

germinales, elle est synthétisée et elle s’accumule. L’ARNm de Mos est détectable 

précocement au cours de l’ovogenèse et reste stable jusqu’à la gastrulation. La 

protéine n’est cependant présente qu’au cours de la maturation. Elle s’accumule peu 

de temps avant la GVBD et n’est dégradée qu’à la fin de la deuxième division 

méiotique (Sagata et coll., 1988). Le proto-oncogène mos code une protéine de 39 

kDa (p39Mos) à activité Ser/Thr kinase (Watanabe et coll., 1989).  

L’injection d’oligonucléotides antisens de p39Mos de type phosphodiester bloque la 

synthèse de p39Mos et l’activation de la MAPKAPK p90Rsk lors d’une stimulation par la 

progestérone ou par l’insuline (Barrett et coll., 1990). L’injection du même type 
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d’oligonucléotides ou d’oligonucléotides antisens de p39Mos de type Morpholino 

inhibe l’activation de la MAPK de type ERK Xp42Mpk1 et de sa cible p90Rsk par la 

progestérone (Dupre et coll., 2002a). Par contre, l’activation de p90Rsk par injection 

d’une forme oncogénique de Ras n’est que partiellement inhibée par l’injection 

d’oligonucléotides antisens phosphodiester de p39Mos (Barrett et coll., 1990; Dupre et 

coll., 2002b). p39Mos phosphoryle directement la MAPKK Mek1 in vivo (Posada et 

coll., 1993). Dans des extraits ovocytaires, l’ajout de p39Mos induit l’activation de 

MAPK (Nebreda et Hunt, 1993; Posada et coll., 1993; Shibuya et Ruderman, 1993). 

Enfin, l’injection d’anticorps dirigés contre Mek1 bloque la reprise méiotique 

déclenchée par injection de Mos (Kosako et coll., 1994b). p39Mos est la MAPKKK / 

MEK kinase qui active la voie des MAP kinases de type ERK lors de la maturation 

stimulée par la progestérone. 

La voie MAP kinase est activée en aval de la levée du blocage en prophase I par la 

PKA. L’injection d’une PKA active ou inactive inhibe la phosphorylation de Xp42Mpk1 

et de p90Rsk lors d’une stimulation par la progestérone (Schmitt et Nebreda, 2002). 

La présence de PKA empêche la synthèse de p39Mos si Xp42Mpk1 est inactive (Faure 

et coll., 1998). Dans les ovocytes de rat, la PKA inhibe la polyadénylation de l’ARNm 

de Mos (Lazar et coll., 2002). 

La synthèse de XCdh1, constituant de l’APC, est requise pour la GVBD en 

progestérone (Papin et coll., 2004). Le rôle de XCdh1 passerait par un mécanisme 

indépendant de l’APC puisque l’activité du protéasome n’est pas nécessaire à la 

reprise méiotique. La micro-injection de Cdh1 humaine permet d’accélérer les effets 

de la progestérone mais ne déclenche pas la GVBD en absence de stimulation 

hormonale. Par contre, elle entraîne la synthèse de p39Mos et l’activation de 

Xp42Mpk1 (Papin et coll., 2004). XCdh1 pourrait être impliquée dans l’activation de la 

voie p39Mos-Xp42Mpk1 (Papin et coll., 2004). 

Au cours de la maturation des ovocytes de xénope, l’accumulation de p39Mos résulte, 

à la fois, de sa synthèse et de sa stabilisation. Dans l’ovocyte en prophase I, 

l’absence de queue polyA sur les ARNm de p39Mos empêche leur traduction. Les 
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effets de la progestérone entraînent la polyadénylation des ARNm, nécessaire à la 

synthèse et à l’accumulation de p39Mos (Gebauer et coll., 1994; Sheets et coll., 

1995). La polyadénylation serait dépendante du MPF (Ballantyne et coll., 1997; 

Frank-Vaillant et coll., 1999). La phosphorylation de CPEB par Aurora A est 

nécessaire à la polyadénylation de l’ARNm de p39Mos (Mendez et coll., 2000a). La 

surexpression d’Aurora A accélère l’accumulation de p39Mos, l’activation de la MAP 

kinase Xp42Mpk1 et la GVBD. De plus, elle diminue la concentration de progestérone 

requise pour déclencher la reprise de la méiose (Andresson et Ruderman, 1998). 

L’injection d’une protéine Aurora A constitutivement active est capable d’induire la 

GVBD, la synthèse de p39Mos, l’activation du MPF et de Xp42Mpk1, indépendamment 

de toute stimulation hormonale.  La voie Gsk3β-AuroraA/Eg2 relierait donc les 

étapes précoces de la maturation à la voie des MAP kinases. 

Seuls trois résidus de p39Mos ont été identifiés comme sites majeurs de 

phosphorylation. Il s’agit de la Ser 3 (Freeman et coll., 1992; Nishizawa et coll., 

1992), de la Ser 16 (Bai et coll., 1991; Pham et coll., 1999) et de la Ser 25 (Yang et 

coll., 1996). La Ser 3 serait une cible d’autophosphorylation (Nishizawa et coll., 

1992). Pourtant, sa phosphorylation est toujours observée si l’activité kinase de 

p39Mos est supprimée par mutation (Freeman et coll., 1992). MAP kinase 

phosphoryle le résidu Ser3 in vitro (Matten et coll., 1996). La phosphorylation sur 

Ser3 facilite l’association de p39Mos avec MEK (Chen et Cooper, 1995). Des peptides 

synthétiques contenant la Ser 16 sont phosphorylés in vitro par le MPF (Liu et coll., 

1990) et par MAP kinase (Matten et coll., 1996). La Ser 25 est le site majeur de 

phosphorylation du produit de l’oncogène v-Mos exprimé dans les cellules 

somatiques. Ce résidu est phosphorylé par PKA. Cette phosphorylation provoque 

une légère activation de l’activité de Mos (Yang et coll., 1996). Pourtant, la 

phosphorylation de ce site pourrait servir à inhiber l’activation de Mos induite par la 

phosphorylation de la Ser 3 (Yang et coll., 1998b). D’autres sites de phosphorylation 

ont été mis en évidence. La Ser 232 (263 de v-Mos) est un site mineur de 

phosphorylation dans les cellules somatiques transformées. Il peut être phosphorylé 

in vitro par la PKA (Singh et Arlinghaus, 1997). La reprise de la méiose par injection 
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de Mos nécessite la présence sur la protéine de la Ser105, bien que ce site ne 

semble pas phosphorylé lorsque la maturation est déclenchée par la 

progestérone (Freeman et coll., 1992). 

L’inhibition des mécanismes de dégradation de p39Mos facilite son accumulation. 

L’injection d’une protéine Cdc2 purifiée dont l’activité kinasique est déficiente bloque 

l’accumulation de p39Mos sans affecter son taux de synthèse. Ceci suggère que la 

dégradation de p39Mos est régulée négativement par une voie dépendante du 

MPF (Nebreda et coll., 1995). p34Cdc2 phosphoryle et stabilise p39Mos in vitro (Singh 

et Arlinghaus, 1997; Pham et coll., 1999; Castro et coll., 2001). Au moment de la 

GVBD, la phosphorylation de la Ser 3 augmente la stabilité de p39Mos en prévenant 

la reconnaissance par une ubiquitine ligase du résidu proline 2 adjacent (Freeman et 

coll., 1992; Nishizawa et coll., 1992; Nishizawa et coll., 1993). Selon d’autres 

résultats, la proline 2 n’interviendrait pas directement dans la stabilisation de p39Mos 

mais serait responsable d’une régulation négative de la phosphorylation de la Ser 3 

qui inhiberait la dégradation de la protéine (Sheng et coll., 2002). La phosphorylation 

de la Ser 16 de Mos inhibe sa dégradation dans des cellules COS 

transfectées (Pham et coll., 1999).  

p39Mos est dégradée peu après la fécondation. Cette dégradation est dépendante de 

l’ubiquitinylation mais est indépendante de p55Cdc20 (Nishizawa et coll., 1992; 

Nishizawa et coll., 1993; Castro et coll., 2001). Des travaux in vitro ont suggéré une 

dégradation de p39Mos par la calpaïne, une cystéine protéase dépendante du 

calcium (Watanabe et coll., 1989). Cependant, les concentrations calciques 

physiologiques observées à la fécondation semblent insuffisantes pour que la 

calpaïne puisse dégrader p39Mos (Lorca et coll., 1991).  

1.1.2. Raf 

Raf est une oncoprotéine rétrovirale à activité Ser/Thr kinase (Rapp et coll., 1983; 

Moelling et coll., 1984). Chez l’humain, 3 isoformes ont été identifiées : A-Raf, B-Raf 
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Figure 18 : Raf-1 de xénope et les Raf humaines
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phosphorylation ; CR3 : région conservée 3 portant l’activité catalytique ; RBD : domaine de
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et C-Raf. Toutes sont constituées de 3 régions conservées, CR1, CR2 et CR3 (Fig. 

18 : Morrison et Cutler, 1997).  

¾ CR1 et CR2 constituent le domaine régulateur de Raf situé en position N-

terminale. CR1 comprend les domaines RBD (Ras binding domain) et 

CRD (cystein rich domain) qui sont impliqués dans la liaison de Raf à la 

protéine p21Ras lorsque cette dernière est associée au GTP. La liaison de 

p21Ras à Raf permet le recrutement de Raf à la membrane et son 

activation (Vojtek et coll., 1993; Nassar et coll., 1995; Morrison et Cutler, 

1997). CR2 est une région riche en sérines et en thréonines dont les 

phosphorylations et les interactions protéiques affectent la localisation et 

l’activation de Raf (Morrison et coll., 1993; Yao et coll., 1995; Zimmermann et 

Moelling, 1999; Guan et coll., 2000; Zhang et Guan, 2000).  

¾ CR3 est le domaine portant l’activité kinase. Il est situé en position C-

terminale (Heidecker et coll., 1990). 

Raf est la principale MEK kinase des cellules somatiques (Morrison et Cutler, 1997; 

Schaeffer et Weber, 1999). Son activation nécessite son recrutement à la membrane 

grâce à la protéine p21Ras (Kikuchi et Williams, 1994; Leevers et coll., 1994; Mineo et 

coll., 1997). En plus de cette interaction, p21Ras entraîne indirectement la 

phosphorylation de Raf-1 (C-Raf). La PI3-K activée par p21Ras produit des 

phospholipides qui activent la petite protéine G monomérique Rac. Cette dernière se 

lie à et active la kinase PAK (p21Cdc42/Rac1 activated Ser/Thr kinase ; Sun et coll., 

2000). PAK-3 phosphoryle Raf sur le résidu Ser 338 dont la phosphorylation est 

requise pour l’activation de Raf (King et coll., 1998). Le résidu Tyr 341 de Raf-1 est 

phosphorylé par les kinases de la famille Src (Fabian et coll., 1993a; Mason et coll., 

1999). Les résidus Ser 338 et Tyr 341 phosphorylés activent Raf-1 de manière 

synergique (Mason et coll., 1999). Au contraire, la phosphorylation de la Ser 259 par 

Akt supprime l’activité de Raf-1 (Zimmermann et Moelling, 1999).  
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Au cours de la maturation, Raf-1 est phosphorylée et activée dans les ovocytes de 

xénope (Fabian et coll., 1993b; Muslin et coll., 1993b), et non dans les ovocytes de 
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souris (Verlhac et coll., 1996). Dans les ovocytes de xénope, l’injection d’une 

protéine Raf oncogénique entraîne la phosphorylation de Xp42Mpk1 et la 

GVBD (Muslin et coll., 1993b). Des dominants négatifs de Raf empêchent l’activation 

de Xp42Mpk1 lors d’une stimulation par la progestérone, par injection d’une forme 

oncogénique de Ras ou par expression du récepteur de HGF-SF constitutivement 

actif (Fabian et coll., 1993b; Muslin et coll., 1993b). De plus, l’injection d’une protéine 

Raf constitutivement active stimule l’activation de la voie MAP kinase malgré 

l’inhibition de la synthèse de p39Mos par des oligonucléotides phosphodiesters 

antisens (Fabian et coll., 1993b). Ces observations suggèrent que Raf est nécessaire 

à l’activation de la voie MAP kinase et qu’elle agit en aval de p39Mos. Cependant, 

dans des extraits acellulaires, l’activation de la voie MAP kinase par une protéine 

Mos purifiée n’est pas bloquée par l’ajout d’un dominant négatif de Raf (Shibuya et 

coll., 1996). Ce résultat est en contradiction avec l’hypothèse qui situe Raf comme 

relais de p39Mos dans la cascade de la voie MAP kinase. 

1.2. Les voies MAP Kinases  

1.2.1. La voie Mek1-Xp42Mpk1 

Les cellules de vertébrés expriment deux formes très similaires de protéine ERK : 

une protéine de 44 kDa (p44ERK1) et une protéine de 42 kDa (p42Erk2). Alors que les 

ovocytes d’un amphibien tel que l’axolotl, expriment les deux formes (Vaur et coll., 

2004), les tests immunologiques ont révélé que les ovocytes de xénope n’expriment 

que ERK2, appelée Xp42Mpk1, Xp42Erk ou Xp42MAPK (Ferrell et coll., 1991; Gotoh et 

coll., 1991; Jessus et coll., 1991; Posada et coll., 1991). Xp42Mpk1 est la première 

MAP kinase découverte dans les ovocytes de xénope par sa capacité à phosphoryler 

la protéine MAP2 lors de la reprise méiotique (Haccard et coll., 1990). Elle est 

l’homologue de la MAP kinase mammalienne p42Erk2. 

Xp42Mpk1 est activée par la MAPKK Mek1 qui la phosphoryle sur les deux résidus Thr 

183 et Tyr 185 présents dans la boucle d’activation (Kosako et coll., 1993). Les 

kinases Erk sont les seuls substrats identifiés des MEK (Cowley et coll., 1994; 

 60



Historique                                                       Chapitre V : Les voies des MAP kinases 

Mansour et coll., 1994). Mek1 est détectée dans les ovocytes dès le stade I. Sa 

quantité augmente pendant toute l’ovogenèse. Xp42Mpk1 est également présente dès 

le stade I mais son taux ne s’accroît significativement qu’à partir du stade IV (Furuno 

et coll., 2003). 

1.2.2. La voie JNK 

Les cellules mammaliennes expriment deux formes ubiquitaires Jnk1 et Jnk2 ainsi 

qu’une forme spécifique du cerveau, du cœur et des testicules nommée Jnk3. Ces 

formes majeures sont codées par trois gènes. Les poids moléculaires des protéines 

synthétisées varient de 46 à 55 kDa en fonction d’épissages alternatifs (Gupta et 

coll., 1996). Dans l’ovocyte de xénope, deux isoformes de JNK sont exprimées et 

activées au cours de la maturation. Leurs poids moléculaires sont de 40 

kDa (Xp40Jnk) et 49 kDa (Xp49Jnk). Xp40Jnk et Xp49Jnk sont les homologues des 

isoformes mammaliennes p42Jnk et p54Jnk (Bagowski et coll., 2001b). 

Dans les ovocytes de xénope, les injections de p39Mos, Mek ou Raf activent les JNK. 

Ces dernières sont susceptibles d’être activées par rétrocontrôle après l’activation de 

la voie Mek1-Xp42Mpk1. Cependant, un choc osmotique provoqué par un milieu 

contenant 0,5 M de sorbitol active les JNK alors que Xp42Mpk1 n’est pas 

activée (Bagowski et coll., 2001b). Aucune MAPKK spécifique de la voie JNK n’a été 

isolée dans les ovocytes de xénope.  

1.2.3. La voie MKK6/p38MAPK 

Quatre formes de MAPK de la famille p38 sont connues dans les cellules 

mammaliennes : p38α, p38β, p38γ et p38δ (Johnson et Lapadat, 2002). Dans les 

ovocytes de xénope, trois isoformes de p38MAPK ont été identifiées : p38α, p38β et 

p38γ. Xp38γ a été clonée, elle est identique à 75% à p38γ/SAPK3 et à 65% à 

p38δ/SAPK4. La présence de p38δ n’a pas été observée (Perdiguero et coll., 2003). 

MKK 3 et MKK 6 sont les deux MAPKK en amont de la voie de p38MAPK. Dans les 

ovocytes de xénope, MKK6 a été clonée (Perdiguero et coll., 2003).  
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1.3. Le module MAPKAP kinase 

Xp90Rsk (Ribosomal S6 subunit protein kinase) a d’abord été découverte dans 

l’ovocyte de xénope pour sa capacité à phosphoryler la sous-unité S6 du 

ribosome (Erikson et Maller, 1985). Elle est phosphorylée et activée pendant la 

maturation et déphosphorylée et désactivée après la fécondation (Erikson et Maller, 

1989). Deux isoformes sont exprimées, Xp90Rsk1 et Xp90Rsk2 (Ferrell, 1999). Toutes 

deux sont des substrats de phosphorylation de Xp42Mpk1 (Sturgill et coll., 1988; 

Erikson et Maller, 1991). Elle est le principal relais de la voie Mek1-Xp42Mpk1 (Gross 

et coll., 2000). L’injection de p90Rsk constitutivement active supplée les effets 

délétères de U0126, un inhibiteur de MEK 1 et 2 (Gross et coll., 2000).  

1.4. Les MK phosphatases 

Les MKP sont des phosphatases qui déphosphorylent les résidus thréonine et 

tyrosine des MAP kinases. Elles font partie de la famille des phosphatases à double 

spécificité (DUSP ou DSP) à laquelle appartient également Cdc25. Les MKP 

comptent 10 membres (Theodosiou et Ashworth, 2002). Seules Mkp1 et Mkp3 ont 

été étudiées dans l’ovocyte de xénope.  

¾ Mkp1 (DUSP1/CL100) déphosphoryle préférentiellement Jnk et p38MAPK plutôt 

que Erk1 et Erk2 (Tanoue et coll., 2001; Theodosiou et Ashworth, 2002). XCL100 a 

été clonée chez le xénope. Elle est la seule MKP connue dans les ovocytes 

immatures et matures dans lesquels elle est exprimée de manière constitutive. In 

vitro, XCL100 recombinante déphosphoryle les résidus thréonine et tyrosine de 

Xp42Mpk1 (Lewis et coll., 1995).  

¾ Mkp3 (DUSP6/PYST1/rVH6) est spécifique de Erk1 et Erk2 (Groom et coll., 

1996; Muda et coll., 1996), son identification n’a jamais été rapportée dans l’ovocyte 

de xénope. 

L’injection de Mkp1 dans les ovocytes de xénope inhibe partiellement la synthèse de 

p39Mos qui est donc sous rétrocontrôle positif de Xp42Mpk1. Ce rétrocontrôle implique 

un effet sur la polyadénylation puisque l’injection de Mkp3 bloque la polyadénylation 
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de l’ARNm de p39Mos induite par injection d’une MEK constitutivement 

active (Howard et coll., 1999). 

Les mécanismes de régulation des MKP dans les ovocytes demeurent peu connus. 

Dans les ovocytes de souris, une activité de type MAP Kinase Phosphatase est 

régulée négativement par l’accumulation de Mos. (Verlhac et coll., 2000b). 

2. Rôle des voies MAP kinases dans la reprise méiotique 

Contrairement au cas des cellules somatiques, les voies MAP kinases n’ont pas de 

rôle génomique dans les ovocytes de xénope puisque la maturation est 

indépendante de la transcription.  

2.1 Régulation positive du MPF 

2.1.1. Voies MAP kinases et GVBD 

Dans les ovocytes de xénope, la stimulation des voies MAP kinases entraîne 

l’activation du MPF et la GVBD en absence d’hormone. Les injections d’une protéine 

Ras humaine ou de sa forme oncogénique (Birchmeier et coll., 1985), d’une protéine 

p39Mos recombinante (Yew et coll., 1992) ou de son ARNm (Freeman et coll., 1989; 

Sagata et coll., 1989) déclenchent la reprise méiotique. Les injections de formes 

constitutivement actives de Mek1 (Gotoh et coll., 1995; Huang et coll., 1995) ou 

Mek2 (Bodart et coll., 2002b), de Erk2 thiophosphorylée (Haccard et coll., 1995) ou 

de Rsk constitutivement active (Gross et coll., 2001) stimulent l’activation du MPF et 

la GVBD. L’activation du MPF et la GVBD, déclenchées par injection de p39Mos, 

Mek1 ou Mek2, sont indépendantes de la synthèse protéique (Yew et coll., 1992; 

Gotoh et coll., 1995; Huang et coll., 1995; Bodart et coll., 2002b), alors que la reprise 

méiotique stimulée par Erk 2 thiophosphorylée en est dépendante (Haccard et coll., 

1995).  
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La surexpression de MKK6 et de p38γ déclenche également la GVBD (Perdiguero et 

coll., 2003). Au contraire, l’injection d’une forme constitutivement active de p46Jnk1 en 

est incapable (Mood et coll., 2004). 

L’inhibition de la voie MAP kinase  a donné des résultats contradictoires en fonction 

des stratégies d’inhibition utilisées (Fig. 19, Tableau 3).  

Un premier groupe d’études montre que l’inhibition de la cascade des MAP kinases 

empêche l’activation du MPF et la GVBD. Les injections d’un anticorps neutralisant 

ou d’une forme dominant négatif de p21Ras n’empêchent pas la reprise méiotique 

déclenchée par la progestérone mais bloque celle stimulée par l’insuline (Deshpande 

et Kung, 1987; Korn et coll., 1987). La prévention de la synthèse de p39Mos par 

injection d’oligonucléotides phosphodiester antisens inhibe la maturation déclenchée 

par la progestérone ou par l’insuline (Sagata et coll., 1988; Barrett et coll., 1990). En 

présence de progestérone, l’injection d’une forme dominant négatif de Raf 

retarde (Fabian et coll., 1993b) ou inhibe (Muslin et coll., 1993b) la reprise méiotique. 

La maturation est bloquée par injections d’anticorps anti-MEK (Kosako et coll., 

1994b), de la toxine du facteur létal de l’anthrax (LF) qui clive les MAPK kinases 

sans distinctions (Duesbery et coll., 1998; Bodart et coll., 2002a) ou par incubation 

des ovocytes en présence de PD98059, inhibiteur de Mek1 et 2 (Cross et Smythe, 

1998). Enfin, l’inhibition de Xp42Mpk1 par injection de la phosphatase CL100 (Gotoh et 

coll., 1995) ou d’anticorps neutralisants (Gotoh et Nishida, 1995) empêche 

l’activation du MPF et la GVBD. 

D’autres résultats démontrent que l’inhibition de la voie MAP kinase conduit à un 

simple retard de la GVBD lorsque la maturation est stimulée par la progestérone. 

L’inhibition de la synthèse de p39Mos par injection d’oligonucléotides antisens de type 

Morpholino (Dupre et coll., 2002a) ou l’inhibition de l’activité de p39Mos par incubation 

en présence de geldanamycine, inhibiteur de Hsp90 (Fisher et coll., 1999a; Fisher et 

coll., 2000), n’empêchent pas la GVBD mais la retardent. Des résultats similaires ont 

été obtenus en incubant les ovocytes en présence de U0126, inhibiteur de Mek1 et 

Mek2 (Gross et coll., 2000). L’injection d’ARNm codant la phosphatase Mkp3 retarde 
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Tableau 3 : Effets de différents inhibiteurs des voies MAP kinase sur la reprise
méiotique des ovocytes de xénope

αcorps : anticorps ; DN : Dominant négatif ; LF : Facteur létal de la toxine de l’anthrax ;
MAS Mos : oligonucléotides antisens Morpholino contre la synthèse de p39Mos ; N.D. :
Non déterminé ; POAS Mos : oligonucléotides antisens phosphodiester contre la
synthèse de p39Mos

Inhibiteur Effet Effet sur la GVBD  Références 
  Progestérone Insuline  

αcorps anti-Ras Inactive Ras Aucun Inhibition Deshpande et Kung, 1987 
Korn et coll., 1987 

DN Raf Inactive Ras et Raf Inhibition N.D. Muslin et coll., 1993 

  Retard N.D. Fabian et coll., 1993 

p39Mos-POAS Inhibe l’accumulation p39Mos Inhibition Inhibition Sagata et coll., 1988 
Barrett et coll., 1990 

p39Mos-MAS Inhibe l’accumulation p39Mos Retard N.D. Dupré et coll., 2002 

Geldanamycine Inhibe p39Mos Retard Inhibition Fisher et coll., 1999 

LF Clive et inactive l’ensemble des Mek Inhibition N.D. Duesbery et coll., 1998 
Bodart et coll., 2002a 
Chopra et coll., 2003 

PD98059 Inhibe Mek 1 et 2 Inhibition N.D. Cross et Smythe, 1998 

U0126 Inhibe Mek 1 et 2 Retard N.D. Gross et coll., 2000 

αcorps anti-Erk Inactive les MAP kinases Inhibition N.D. Gotoh et Nishida, 1995 

ARNm MKP1 Inactive Xp42Mpk1 Inhibition N.D. Gotoh et coll., 1995 
Howard et coll., 1999 

ARNm MKP3 Déphosphoryle Xp42Mpk1 Retard N.D. Fisher et coll., 1999 



Historique                                                       Chapitre V : Les voies des MAP kinases 

également la GVBD (Fisher et coll., 1999a). Bien que la surexpression de MKK6 et 

de p38γ déclenche la GVBD, l’injection de formes mutantes dominant négatifs de 

Xp38γ ou de MKK6 ne font que la retarder (Perdiguero et coll., 2003). 

Il est intéressant de signaler que les résultats obtenus dans les ovocytes de souris 

sont également contradictoires. L’injection d’anticorps neutralisant l’activité de Mos 

empêche la GVBD (Zhao et coll., 1990; Zhao et coll., 1991). Au contraire, l’injection 

d’oligonucléotides antisens prévenant la synthèse de Mos ne bloque pas la 

maturation (Paules et coll., 1989) et des ovocytes issus de femelles nullizygotes Mos-

/- sont toujours capables de subir la reprise méiotique (Verlhac et coll., 1996).  

2.1.2. Mécanismes d’activation du MPF par les voies MAP kinases  

Myt 1, protéine kinase inhibitrice de p34Cdc2, s’associe via son extrémité carboxy-

terminale à p90Rsk. In vitro, cette association entraîne la phosphorylation et 

l’inactivation de Myt1. In ovo, des complexes Myt1-p90Rsk (de préférence 

hyperphosphorylée) ont été immunoprécipités. Ces observations suggèrent que 

p90Rsk participe à l’activation du MPF en inhibant Myt1 (Palmer et coll., 1998). En 

amont de p90Rsk, p39Mos est capable d’interagir directement avec Myt 1 in vitro. 

p39Mos phosphorylerait Myt1 in vivo et faciliterait ainsi la conversion du pré-MPF en 

MPF, même en absence d’activation de la voie MAP kinase (Peter et coll., 2002). 

Bien que p39Mos et p90Rsk soient toutes deux inhibées en présence de 

geldanamycine, Myt1 subit un retard de mobilité électrophorétique sur 

immunoempreinte. Ceci suggère que d’autres kinases indépendantes de la voie 

p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk, sont impliquées dans la régulation négative de 

Myt1 (Fisher et coll., 1999a). 
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Les voies MAP kinases participent également à l’activation du MPF via la régulation 

positive de Cdc25. Dans les ovocytes de xénope bloqués en prophase I ou en 

métaphase II, Cdc25 est associée à Raf1. In vitro Raf1 phosphoryle et active Cdc25 

A et B (Galaktionov et coll., 1995). Dans les cellules de mammifères, la voie p38MAPK 

conduit, directement ou indirectement, à la phosphorylation des Cdc25 (Wang et 

coll., 2000; Bulavin et coll., 2001). In vitro, l’activité phosphatase de XCdc25C a été 
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testée en présence de Xp38γ et de Xp38α. Seule Xp38γ  stimule l’activité de 

XCdc25, même si les 199 acides aminés N-terminaux de la phosphatase sont 

tronqués. Xp38γ phosphoryle XCdc25C sur le résidu Ser 205, phosphorylation 

responsable de l’effet activateur de Xp38γ. La capacité de Xp38γ à activer le MPF en 

phosphorylant XCdc25 est néanmoins plus faible que celle de Plx1 (Perdiguero et 

coll., 2003). 

2.1.3. Suppression de la phase S 

Après la phase S préméiotique, les ovocytes perdent la capacité de répliquer l’ADN. 

Le rétablissement de cette fonction nécessite la synthèse d’une ou de plusieurs 

protéines au moment de la GVBD. Des ovocytes traités par la cycloheximide 60 

minutes après la GVBD répliquent leur ADN après la première division méiotique. Si 

la cycloheximide est ajoutée au milieu 30 minutes avant la GVBD, la GVBD peut 

avoir lieu mais la réplication de l’ADN demeure impossible (Furuno et coll., 1994). 

Parmi tous les composants des complexes d’initiation de la réplication et de pré-

réplication, seule la protéine Cdc6 est absente des ovocytes immatures de xénope. 

L’injection de cette protéine est capable de restaurer la réplication de l’ADN lorsque 

les ovocytes sont incubés en présence de cycloheximide 30 minutes avant la 

GVBD (Lemaitre et coll., 2002; Whitmire et coll., 2002). Des ovocytes injectés 

d’oligonucléotides antisens de Cdc6 ne peuvent plus acquérir la capacité de 

répliquer l’ADN au cours de la maturation (Lemaitre et coll., 2002). La co-injection de 

Cdc6 et de 50 nM de cycline A dans des ovocytes incubés en présence de 

cycloheximide permet de déclencher la GVBD et d’induire la réplication de l’ADN 

après la première division de méiose. Cdc6 est donc la protéine dont la synthèse est 

requise pour permettre aux ovocytes de retrouver leur capacité à répliquer 

l’ADN (Whitmire et coll., 2002). 

Les ovocytes possèdent dès la GVBD toutes les protéines requises pour la synthèse 

d’ADN. L’inactivation de la voie MAP kinase dans l’ovocyte provoque une réplication 

précoce de l’ADN après la première division de méiose (Furuno et coll., 1994; Gross 

et coll., 2000; Dupre et coll., 2002a). L’inhibition de p34Cdc2 à la transition méiose I-
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méiose II par un dominant négatif entraîne la reformation d’une enveloppe nucléaire 

et la réplication de l’ADN (Furuno et coll., 1994). L’inhibition de la synthèse des 

cyclines B provoque la disparition de l’activité du MPF entre les deux divisions 

méiotiques et conduit à l’entrée en phase S (Furuno et coll., 1994; Picard et coll., 

1996; Roy et coll., 1996; Thibier et coll., 1997; Gross et coll., 2000). Des ovocytes 

incubés en cycloheximide et co-injectés de Cdc6 et de 500 nM de cycline A 

subissent la GVBD mais ne peuvent répliquer leur ADN. Ce résultat serait dû au 

maintien d’une activité MPF forte en raison de l’importante concentration de cycline A 

injectée (Whitmire et coll., 2002). En conclusion, la voie p39Mos-Xp42Mpk1 serait 

nécessaire pour réactiver prématurément un niveau d’activité du MPF élevé qui 

empêcherait la réplication de l’ADN entre les deux divisions méiotiques (Sagata et 

coll., 1989; Yew et coll., 1992; Nebreda et coll., 1995; Masui, 2000; Abrieu et coll., 

2001; Hochegger et coll., 2001). Il faut cependant noter que la voie MAP kinase n’est 

pas nécessaire pour la réactivation du MPF entre les deux phases de méiose de 

l’ovocyte de souris (Verlhac et coll., 1996). 

2.1.4. Activité CSF : stabilisation des cyclines 

Le CSF (facteur cytoplasmique) est responsable de l’arrêt des ovocytes en 

métaphase de deuxième division. L’injection du cytoplasme d’un ovocyte mature 

dans un blastomère d’un embryon au stade deux cellules provoque l’arrêt de ce 

blastomère en métaphase. Ce blastomère ne se clive plus alors que le blastomère 

non injecté continue à se diviser normalement. Cette activité cytostatique du 

cytoplasme disparaît 30 à 45 minutes après la fécondation. Ce facteur est 

responsable de l’arrêt en métaphase des œufs de vertébrés (Masui et Markert, 

1971). L’identité de ce facteur reste encore débattue. Lorsqu’ils sont injectés dans 

une cellule d’un embryon au stade 2, les membres de la voie MAP kinase sont 

capables de bloquer la division du blastomère injecté. C’est le cas de p39Mos (Sagata 

et coll., 1989), de Xp42Mpk1 (Haccard et coll., 1993) et de p90Rsk (Gross et coll., 

1999). Un résultat similaire a été obtenu en injectant un ARNm codant une forme 

constitutivement active de Mek1 (Sagata, 1995). L’activité cytostatique de p39Mos est 

inhibée par des anticorps neutralisant Mek1 (Kosako et coll., 1994a). La 
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phosphatase Mkp1 ou l’immunosuppression de p90Rsk lèvent l’arrêt métaphasique 

d’extraits d’œufs de xénope (Minshull et coll., 1994; Bhatt et Ferrell, 1999).  

L’arrêt en métaphase dépend du maintien de l’activité MPF. La stabilisation de 

l’activité MPF par le CSF est probablement le premier mécanisme décrit de l’arrêt 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 

d’ARNm codant p39Mos, l’absence de dégradation des cyclines est également 

observée et l’activité CSF est maintenue à un taux élevé (Sagata et coll., 1989). 

p39Mos pourrait provoquer l’arrêt métaphasique en maintenant l’activité MPF par 

inhibition de la dégradation des cyclines. p39Mos phosphoryle in vitro la cycline 

B2 (Roy et coll., 1990). Cependant, l’expression ectopique de p39Mos 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 p39Mos n’est pas directe. 

L’inhibition de la protéolyse de la cycline B par la voie Mek1-Xp42Mpk1 est relayée par 

l’activation d’un inhibiteur de l’APC (Vorlaufer et Peters, 1998). MAP kinase ne 

semble pas inactiver la voie de dégradation des cyclines mais préviendrait la 

promotion de cette dégradation par le MPF (Abrieu et coll., 1996; Abrieu et coll., 

2001).  

Outre son implication dans l’activité CSF, p39Mos stimule la synthèse des cyclines 

B1 (Ballantyne et coll., 1997; de Moor et Richter, 1997) : les ARNm de la cycline B1 

contiennent dans leur UTR3’ une séquence de type MRE (Mos response element : 

de Moor et Richter, 1997). L’inhibition de l’activité des MEK par le PD98059 n’a pas 

d’effet sur la polyadénylation des ARNm de la cycline B1 (Howard et coll., 1999) ce 

qui suggère que la synthèse des cyclines B1 peut être stimulée par une voie 

indépendante des MAP kinases. 

Dans des conditions physiologiques, la levée du blocage métaphasique dépend de 

l’augmentation du calcium intracellulaire et de la CaMKII (calcium/calmoduline 

dépendante kinase II) qui entraînent une dégradation complète et rapide des cyclines 

et la séparation des chromatides sœurs (Lorca et coll., 1991; Lorca et coll., 1993; 
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Morin et coll., 1994). Plx1 pourrait intervenir dans ce processus (Descombes et Nigg, 

1998). La protéolyse de p39Mos et la déphosphorylation de Xp42Mpk1 ont lieu 30 à 40 

minutes après la fécondation (Ferrell et coll., 1991; Posada et coll., 1991; Watanabe 

et coll., 1991; Hartley et coll., 1994; Roy et coll., 1996). La levée du blocage 

métaphasique se fait donc en dépit d’une activité MAP kinase élevée. Même si la 

voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 agit en inhibant l’activation de la voie de dégradation des 

cyclines B lors de l’arrêt 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 Xp42Mpk1 soit inactivée (Abrieu et coll., 1996). L’inactivation de la voie 

p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 n’est donc pas requise pour la dégradation de la cycline B 

lors de la levée du blocage métaphasique. L’activation, puis l’inactivation de Xp42Mpk1 

interviendraient en outre dans la régulation de la durée du premier cycle 

cellulaire (Walter et coll., 2000).  

2.2. Régulation du point d’assemblage du fuseau et relations avec les microtubules 

Les études réalisées dans les ovocytes de mammifères, suggèrent l’implication de la 

voie MEK-ERK dans le contrôle de la formation et de la stabilité du fuseau. Dans les 

ovocytes de porc et de souris, MAP kinase est localisée au fuseau de métaphase et 

migre vers le milieu du fuseau durant la transition métaphase/anaphase (Lee et coll., 

2000; Hatch et Capco, 2001). p90Rsk suit le même profil de localisation (Fan et coll., 

2003). Dans des ovocytes de souris, l’inhibition de Mos par injection 

d’oligonucléotides antisens (Paules et coll., 1989) ou d’anticorps (Zhao et coll., 1991) 

bloque l’expulsion du premier globule polaire. L’injection d’un anticorps dirigé contre 

Mos empêche la formation du fuseau méiotique (Zhao et coll., 1991). Pourtant, des 

ovocytes de souris dont l’activité MAP kinase est inhibée par mutation des deux 

allèles du gène codant Mos peuvent se diviser et expulser le premier globule polaire, 

même si ce dernier est anormalement grand (Verlhac et coll., 2000a). Des ovocytes 

provenant de souris nullizygote Mos-/- montrent des altérations microtubulaires et 

chromatiniennes. Le réseau microtubulaire prophasique se maintient au cours de la 

métaphase I. Des réseaux microtubulaires astraux persistants pourraient être 

responsables de la mauvaise association du fuseau méiotique à la membrane (Araki 
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et coll., 1996; Choi et coll., 1996). Une autre étude a montré que de nombreux 

ovocytes Mos-/- présentent des anomalies de répartitions des chromosomes sur la 

plaque équatoriale du fuseau ainsi qu’une condensation plus faible de la 

chromatine (Araki et coll., 1996). Dans une troisième étude, les microtubules et la 

chromatine prennent un aspect interphasique entre la métaphase I et la métaphase II 

dans les ovocytes Mos-/- contrairement aux ovocytes témoins dans lesquels 

l’organisation microtubulaire et la condensation des chromosomes restent stables 

entre les deux divisions méiotiques (Verlhac et coll., 1996). Une protéine récemment 

isolée, MISS (MAP kinase-interacting and spindle-stabilizing protein) est impliquée 

dans la stabilité et l’intégrité du fuseau de métaphase II (Lefebvre et coll., 2002). 

L’inhibition de sa synthèse entraîne la perte de l’organisation bipolaire du fuseau de 

métaphase II et l’apparition de nombreux asters dans le cytoplasme. MISS est un 

substrat de la voie Mos/MAP kinase et possède 4 sites potentiels de phosphorylation 

par ERK ainsi que la séquence consensus de reconnaissance par ERK (Docking 

site : Lefebvre et coll., 2002). L’injection d’ARNm codant Mkp1 dans des ovocytes 

bovins conduit à une désorganisation du fuseau et de l’alignement des chromosomes 

ainsi qu’à une activation parthénogénétique des ovocytes (Gordo et coll., 2001). 

Enfin, la surexpression de Mos dans des cellules somatiques entraîne des 

aberrations chromosomiques résultant de l’altération du fuseau mitotique et de la 

binucléation des cellules, voire un arrêt du cycle cellulaire (Fukasawa et Vande 

Woude, 1995; 1997). 

Les études concernant MAP kinases et fuseau de division sont beaucoup moins 

abondantes dans les modèles amphibiens. Chez le xénope, l’inhibition de la voie de 

Xp42Mpk1 induit la formation de fuseaux monopolaires dans des extraits 

ovocytaires (Horne et Guadagno, 2003). Aucune structure microtubulaire organisée 

n’est observée à la membrane d’ovocytes traités par U0126 (Gross et coll., 2000; 

Bodart et coll., 2002b; Horne et Guadagno, 2003) ou injectés d’oligonucléotides 

Morpholinos antisens de p39Mos (Dupre et coll., 2002a). Chez Rana japonica, 

l’inhibition de MEK par U0126 ne permet pas l’organisation d’un MTOC à la base de 

la VG. Les chromosomes ne se condensent que partiellement et aucun fuseau 
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bipolaire ne s’organise. Entre 9 et 12 heures après la GVBD, les chromosomes se 

décondensent, une enveloppe nucléaire se reforme et l’ADN est répliqué. 15 à 18 

heures après la GVBD, les chromosomes se recondensent partiellement mais aucun 

fuseau ne se forme (Kotani et Yamashita, 2002). L’injection de p39Mos dans les 

ovocytes de R.japonica induit l’activation de MAP kinase et non du MPF : la GVBD 

ne se produit pas (Yoshida et coll., 2000). Les chromosomes se condensent 

partiellement et le réseau microtubulaire entourant la vésicule germinative se 

réorganise à la façon d’un TMA (Kotani et Yamashita, 2002). 

La voie ERK régule le point de contrôle d’assemblage du fuseau (Spindle 

Checkpoint) qui inhibe la sortie de phase M jusqu’à l’attachement complet des 

chromosomes au fuseau (Wells et Murray, 1996). Au cours de ce processus, 

certaines protéines s’associent aux kinétochores lors de la métaphase (Chen et coll., 

1996; Li et Benezra, 1996; Taylor et McKeon, 1997; Taylor et coll., 1998). Le point de 

contrôle du fuseau régule l’activité de l’APC en inactivant p55Cdc20 et Cdh1 (Li et coll., 

1997; Fang et coll., 1998a; Gorbsky et coll., 1998; Kallio et coll., 1998; Kim et coll., 

1998; Alexandru et coll., 1999; Fesquet et coll., 1999; Fraschini et coll., 1999). Bub1, 

une des protéines impliquée dans le point de contrôle d’assemblage du fuseau, est 

phosphorylée et activée par p90Rsk (Schwab et coll., 2001). Elle s’associe aux 

kinétochores avant l’alignement des chromosomes (Taylor et McKeon, 1997; Taylor 

et coll., 1998) et elle est capable de supprimer l’activité de l’APC induite par 

p55Cdc20 (Alexandru et coll., 1999). 

2.3. Relations entre voie JNK et apoptose et voie JNK  

Jnk 1 et 2 sont impliquées dans l’apoptose déclenchée par les UV dans des 

fibroblastes embryonnaires de souris (Tournier et coll., 2000). Jnk3 est responsable 

de la mort cellulaire des neurones de l’hippocampe de souris soumis à 

l’excitoxine (Yang et coll., 1997). Au contraire, dans des cellules souches 

embryonnaires de souris, Jnk inhibe l’apoptose (Yujiri et coll., 1998). 
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L’activité des JNK pourrait être responsable d’une mort cellulaire des 

ovocytes (Bagowski et coll., 2001b). 
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Résultats  Objectifs généraux 

Objectifs généraux 

La simultanéité d’activation du MPF et de la voie MAP kinase a longtemps constitué 

le principal obstacle à l’étude des rôles respectifs de ces deux voies lors de la reprise 

méiotique des ovocytes de xénope. Certaines expériences démontrent que 

l’activation de la voie MAP kinase est nécessaire à la GVBD. L’inhibition de la 

synthèse et de l’accumulation de p39Mos au moyen d’oligonucléotides phosphodiester 

antisens empêche totalement la GVBD induite par la progestérone ou 

l’insuline (Sagata et coll., 1988; Barrett et coll., 1990). La toxine du facteur létal de 

l’anthrax, qui clive sans spécificité toutes les MEK, bloque, elle aussi, la 

maturation (Duesbery et coll., 1998; Bodart et coll., 2002b). Plus en aval de la voie 

MAP kinase, l’injection d’ARNm codant Mkp1, une phosphatase des MAP kinase, 

empêche la GVBD en présence de progestérone (Gotoh et coll., 1995; Howard et 

coll., 1999). D’autres travaux démontrent, au contraire, que la GVBD est simplement 

retardée et non inhibée en bloquant la voie MAP kinase des ovocytes stimulés par la 

progestérone. La geldanamycine, inhibiteur de la protéine chaperonne Hsp90, 

empêche l’activation de la voie MAP kinase et retarde l’activation du MPF ainsi que 

la GVBD (Fisher et coll., 1999a). Ces résultats ont été confirmés en U0126, inhibiteur 

de Mek1 et Mek2 (MAPK kinase spécifiques de la phosphorylation des MAP kinases 

de la famille Erk) (Gross et coll., 2000). L’injection d’oligonucléotides antisens de 

type Morpholino bloquant la synthèse de p39Mos, retarde la GVBD sans jamais 

l’inhiber (Dupre et coll., 2002a). Enfin, l’injection d’ARNm codant la phosphatase 

Mkp3 donnent des résultats similaires (Fisher et coll., 1999a).  

Au cours de la maturation des ovocytes de xénope, deux MAPKK kinases sont 

activées : p39Mos et Raf. L’inhibition de chacune d’entre elles bloque l’activation de 

Xp42Mpk1 (Sagata et coll., 1988; Barrett et coll., 1990; Fabian et coll., 1993b; Muslin 

et coll., 1993b). Les premiers travaux ont montré que Raf agit en aval de p39Mos dans 

l’activation de Xp42Mpk1, que les ovocytes soient stimulés par la progestérone ou 
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l’insuline (Fabian et coll., 1993b). Par contre, l’injection d’une forme dominant négatif 

de Raf ne bloque pas l’activation in vitro de Xp42Mpk1 par p39Mos (Shibuya et coll., 

1996). Dans les cellules somatiques, la stimulation par l’insuline des voies Ras-

dépendantes active les MAP kinases de type Erk par l’intermédiaire de Raf. Il a été 

supposé que ces mêmes voies activent Xp42Mpk1 de manière analogue dans les 

ovocytes de xénope. Des travaux plus récents démontrent clairement que p39Mos est 

la MAPKK kinase responsable de l’activation de Xp42Mpk1 lorsque les ovocytes sont 

stimulés par la progestérone (Dupre et coll., 2002a).  

Dans les ovocytes de mammifères et d’amphibiens de nombreuses observations 

suggèrent que les MAP kinases sont impliquées dans la morphogenèse du fuseau 

méiotique. 

Nous avons vérifié que l’inhibition de la voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk ne bloque 

pas la reprise méiotique des ovocytes de xénope. Ce modèle nous a permis d’étudier 

l’implication de cette cascade dans la morphogenèse du fuseau méiotique grâce à 

une analyse morphologique, par cytologie classique ou par immunocytologie, des 

ovocytes traités par différents inhibiteurs de cette voie. Des injections de protéines 

Mos murine (Mu-Mos) ou Rsk constitutivement active (CA-Rsk) nous ont permis de 

tester la spécificité de nos stratégies d’inhibition et de déterminer l’importance 

respective de différents membres de la cascade dans la morphogenèse du fuseau. 

La reprise méiotique a été stimulée par la progestérone ou par l’insuline. Contre 

toute attente, nous avons montré que p39Mos est requise pour l’activation de la voie 

Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk par l’insuline. Nous avons étudié les modifications de 

phosphorylation de Raf et de Mek1 dans ces différentes conditions. 

Plusieurs stratégies d’inhibition de la cascade p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 ont été 

utilisées (Fig. 20 et 21) : 

• L’incubation en présence de geldanamycine, inhibiteur de Hsp90, bloque l’activité 

de p39Mos (Fisher et coll., 1999b; Fisher et coll., 2000). 
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• Des ARNm codant la phosphatase Mkp3, qui déphosphoryle spécifiquement 

Xp42Mpk1 (Groom et coll., 1996; Muda et coll., 1996; Fisher et coll., 1999a) ont été 

injectés.  

• L’incubation en présence d’U0126 inhibe Mek1 et Mek2 (Favata et coll., 1998). 

• L’injection d’oligonucléotides antisens permet d’empêcher l’accumulation de la 

MAPKK kinase p39Mos.  
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Effets de la geldanamycine et de l’injection d’ARN 

messagers codant la phosphatase Mkp3. 



Résultats  Premiers résultats 

Introduction  

Dans les cellules NIH3T3, l’expression d’une forme oncogénique de Ras génère des 

aberrations chromosomiques (van den Berg et coll., 1991; Denko et coll., 1994) qui 

conduisent à une ségrégation impropre des chromosomes et à leur exclusion des 

noyaux fils (Hagag et coll., 1990; Denko et coll., 1995). L’instabilité chromosomique 

provoquée par l’expression de Ras ou de Mos oncogénique est relayée par la voie 

MEK/ERK (Saavedra et coll., 1999).  Cette voie MAP kinase est donc impliquée dans 

la transmission du patrimoine génétique. Dans les ovocytes de souris et de porc, 

MAP kinase est colocalisée au niveau du fuseau de métaphase et migre vers le 

milieu du fuseau durant la transition anaphase/télophase (Lee et coll., 2000; Hatch et 

Capco, 2001). Les ovocytes de souris injectés d’un anticorps anti-Mos n’assemblent 

pas de fuseau méiotique (Zhao et coll., 1991). La voie MAP kinase serait impliquée 

dans l’organisation du fuseau méiotique et la condensation des chromosomes (Zhao 

et coll., 1991; Araki et coll., 1996; Choi et coll., 1996; Verlhac et coll., 1996). Sans 

activité MAP kinase, les ovocytes de souris sont encore capables de se diviser et 

expulsent un premier globule polaire anormalement grand (Choi et coll., 1996; 

Verlhac et coll., 1996).  

Des travaux récents montrent que la méiose peut être déclenchée sans activité MAP 

kinase. La geldanamycine est un inhibiteur de la protéine chaperonne Hsp90. Son 

utilisation dans les ovocytes de xénope entraîne l’inhibition de la phosphorylation de 

Xp42Mpk1 et retarde l’activation du MPF et la GVBD, sans toutefois les 

bloquer (Fisher et coll., 1999a). Des travaux ont établi que Hsp90 est nécessaire à 

l’activité de p39Mos (Fisher et coll., 2000). De même, l’injection d’ARNm codant la 

phosphatase Pyst1/Mkp3 retarde la GVBD déclenchée par la progestérone (Fisher et 

coll., 1999a). Les MAP kinases de type Erk constituent le substrat préférentiel de 

Mkp3 (Groom et coll., 1996; Muda et coll., 1996). Les travaux de Fisher et 

collaborateurs (Fisher et coll., 1999a) ont montré que la geldanamycine ou l’injection 

d’ARNm codant Mkp3 déclenche la reprise méiotique des ovocytes de xénope en 

absence d’activité de Xp42Mpk1. 
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Figure 23 : Effets de doses croissantes de geldanamycine sur la cinétique de la
maturation induite par la progestérone
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Nous avons utilisé ces deux stratégies d’inhibition pour étudier la morphogenèse du 

fuseau dans des ovocytes dont la reprise méiotique déclenchée par la progestérone 

se déroule en absence d’activité Xp42Mpk1. Les ARNm de Mkp3 nous ont été fourni 

par le Dr. G. Pages de l’université de Nice (Brunet et coll., 1999). 

Résultats et discussion 

1. Effets de la geldanamycine sur la maturation induite par la 

progestérone  

Les ovocytes sont préincubés pendant une heure en présence de 

geldanamycine 0,1 ; 0,25 ; 0,5 µM ou en présence de DMSO 1/1000 (solvant). La 

progestérone (10 µM) est ensuite ajoutée au milieu. Les états de phosphorylations 

de Xp42Mpk1 et de p90Rsk sont appréhendés par observation des changements de 

leurs mobilités électrophorétiques sur immunoempreinte. Dans des ovocytes 

immatures, Xp42Mpk1 et p90Rsk sont déphosphorylées et se présentent chacune sous 

la forme d’une bande basse (Fig. 22, premier puits). Dans des ovocytes matures, 

Xp42Mpk1 et p90Rsk sont phosphorylées et apparaissent chacune sous forme d’une 

bande haute (Fig. 22, second puits). p90Rsk étant un des principaux substrats de 

Xp42Mpk1 (Gross et coll., 2000), l’absence de phosphorylation de p90Rsk témoigne de 

l’inactivité de Xp42Mpk1. L’activation de Xp42Mpk1 et l’hyperphosphorylation de p90Rsk 

sont inhibées par la geldanamycine de façon dose-dépendante : l’inhibition est totale 

à la concentration de 0,5 µM (Fig. 22). Aux doses utilisées, la geldanamycine 

diminue l’accumulation de p39Mos sans jamais la supprimer. La perte du rétrocontrôle 

positif exercé par la voie MAP kinase sur l’accumulation de p39Mos (Howard et coll., 

1999) pourrait en être la cause. Une voie dépendante du MPF permettrait 

l’accumulation de p39Mos en absence d’activité de Xp42Mpk1 après traitement des 

ovocytes par la geldanamycine (Fisher et coll., 1999a ; nos résultats) ou par 

U0126 (Gross et coll., 2000). 

Dans nos conditions expérimentales, la geldanamycine ne bloque jamais mais 

retarde de manière significative la GVBD déclenchée par la progestérone (Fig. 23). 
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Figure 24 : Aspect des taches de maturation :
A lors d’une stimulation par la progestérone en présence de 1/1000 DMSO.
B lors d’une stimulation par la progestérone en présence de geldanamycine.
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Résultats  Premiers résultats 

L’application de geldanamycine provoque cependant  une diminution conséquente 

du pourcentage de GVBD. En effet, le pourcentage de tache de maturation observé 

en présence de DMSO 1/1000 est de 95,0% ± 3,6 (n=31). Ce pourcentage est réduit 

à 74,5% ± 11,4 (n=3) dès que la concentration de geldanamycine est de 0,1 µM et 

chute à 52,5% ± 15,2 (n=3) et 54,3% ± 15,8 (n=3) pour des concentrations 

respectives de geldanamycine de 0,25 et 0,5 µM après 20 heures de stimulation par 

la progestérone. Les résultats obtenus avec les trois gammes réalisées étant 

hétérogènes en fonction des animaux, il n’est pas possible d’effectuer une étude de 

la significativité. La différence de pourcentage de tache de maturation entre les 

ovocytes traités par le DMSO seul et par la geldanamycine à 0,1 µM suggère que les 

effets de la geldanamycine ne seraient pas spécifiques à cette concentration. 

Xp42Mpk1 n’est pas inhibée à la concentration de 0,1 µM. 

La valeur de GVBD50 (temps nécessaire pour que 50% des ovocytes réalisent la 

GVBD) des ovocytes traités par la geldanamycine 0,1 µM n’est que de 1,2 ± 0,2 fois 

celle des ovocytes témoins traités par le DMSO. En geldanamycine 0,25 et 0,5 µM, 

les valeurs de GVBD50 sont multipliées respectivement par 2,3 (n=2 ; le troisième lot 

n’a pas atteint 50 %) et par 2,1 (n=2) par rapport à la GVBD50 des ovocytes témoins. 

Les résultats obtenus en geldanamycine 0,5 µM sont comparables à ceux extrapolés 

des observations de Fisher et collaborateurs (Fisher et coll., 1999a).  

Les taches de maturation des ovocytes traités par la geldanamycine apparaissent 

laiteuses et plus diffuses que celles observées au pôle animal des cellules témoins 

traités par le DMSO (Fig. 24). Après analyse cytologique, nous avons constaté la 

disparition progressive du fuseau méiotique en fonction des doses croissantes de 

geldanamycine. A 0,5 µM, aucune structure n’est décelable dans la majorité des 

cas ; des structures microtubulaires de type aster sont néanmoins observées dans 

23,1 % ± 12,9 des ovocytes traités (Fig. 25 ; Tableau 4). 

                                                 
1 (n=x) indique le nombre d’expériences sur des ovocytes provenant d’animaux différents 
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Figure 26 : Effets de l’injection d’ARNm codant MKP3 sur la phosphorylation de
Xp42Mpk1 lors d’une stimulation par la progestérone
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Résultats  Premiers résultats 

La geldanamycine a été initialement utilisée dans des lignées somatiques, comme 

inhibiteur de tyrosine kinases telles que les récepteurs à activité tyrosine kinase 

p185ErbB2 et Abl (Okabe et coll., 1992; Miller et coll., 1994). La geldanamycine 

entraîne la dégradation spécifique de ces kinases. Puis, il a été montré que la 

principale cible de la geldanamycine est la protéine chaperonne Hsp90 (Neckers et 

coll., 1999). La geldanamycine se lie avec Hsp90 au niveau de la poche de liaison 

ADP/ATP et entraîne la perte de fonction de la protéine chaperonne (Stebbins et 

coll., 1997). Hsp90 met en conformation ses protéines cibles pour en favoriser la 

stabilité. Pour certaines protéines, la geldanamycine inhibe cette mise en 

conformation, ce qui conduit à leur protéolyse (Schulte et coll., 1997). C’est le cas de 

Raf-1 et de PKB/Akt humaines (Stancato et coll., 1993; Wartmann et Davis, 1994; 

Schulte et coll., 1997; Sato et coll., 2000) ainsi que de la kinase Polo de 

Drosophile (de Carcer et coll., 2001). Dans les ovocytes de xénope, la 

geldanamycine empêche l’activité de p39Mos. Selon les travaux considérés, Hsp90 

serait requise pour l’activation et la phosphorylation de p39Mos mais n’aurait aucun 

effet sur la stabilisation de l’oncoprotéine (Fisher et coll., 2000).  

Dans la mesure où Raf-1, PKB/Akt et Plx1 sont également impliquées dans la reprise 

méiotique chez le xénope, la geldanamycine pourrait agir sur des voies autres que 

celle de p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1. 

2. Effets de l’injection d’ARNm codant Mkp3 sur la maturation induite 

par la progestérone  

Afin d’inhiber Xp42Mpk1 de manière plus spécifique, 20 ng d’ARNm codant Mkp3 ont 

été injectés dans les ovocytes, une heure avant l’incubation en progestérone. Le 

faible rendement de production d’ARNm de Mkp3 à partir de nos plasmides nous a 

empêché de suivre l’évolution biochimique des ovocytes toutes les heures. Des lots 

de cinq ovocytes ont été récupérés au moment de l’apparition de la tache de 

maturation, deux heures ou quatre heures après. L’analyse par immunoempreinte 

montre que Xp42Mpk1 est phosphorylée au moment de la GVBD (n=2) ou après la 

GVBD (n=1) (Fig. 26). Nous avons utilisé un anticorps anti-Myc (Réf. M5546, Sigma) 
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Résultats  Premiers résultats 

afin de contrôler la synthèse et la stabilité de MKP3 dans les ovocytes. Les protéines 

Mkp3 codées par les ARNm injectés portent un TAG Myc. Malheureusement, cet 

anticorps ne nous n’a jamais permis de détecter la présence de MKP3 sur 

immunoempreinte. La stabilité des ARNm dans les ovocytes n’a pas encore été 

vérifiée. Nous ne disposons donc d’aucune preuve de la synthèse et de la stabilité de 

la protéine Mkp3 et de son ARNm dans les ovocytes. Le seul effet observé des 

injections d’ARNm de Mkp3 est un retard de GVBD (Fig. 27) : la valeur de GVBD50 

des ovocytes injectés d’ARNm est de 1,6 ± 0,2 fois celle des ovocytes témoins 

injectés d’eau (n=3). Les analyses cytologiques réalisées après la GVBD ne 

montrent aucune différence entre les ovocytes injectés d’ARNm et les ovocytes 

témoins. Dans les deux cas, le fuseau méiotique se forme normalement. Ce résultat 

n’est pas surprenant dans la mesure où la phosphorylation de Xp42Mpk1 est observée 

dans ces ovocytes. 

Dans une expérience qui n’a été réalisée qu’une seule fois, nous avons injecté les 

ARNm codant Mkp3 et nous avons stimulé la GVBD par injection de Cdc25 active. 

Les ovocytes ont été injectés avec les ARNm douze heures avant l’injection de 

Cdc25. Dans les ovocytes témoins injectés d’eau, Xp42Mpk1 et p90Rsk sont 

partiellement phosphorylées quatre heures après la deuxième injection et 

complètement phosphorylées après cinq heures. Dans les ovocytes injectés d’ARNm 

codant Mkp3, Xp42Mpk1 et p90Rsk ont été observées sous formes déphosphorylées le 

temps de nos observations (Fig. 28). Les ovocytes traités et témoins présentent des 

taux de GVBD de 100 % deux heures après l’injection de Cdc25. Dans cette unique 

expérience, la protéine Mkp3 était donc active dans les ovocytes 17 heures après 

l’injection des ARNm. Si ce résultat était confirmé, il suggèrerait que les mécanismes 

régulant la phosphorylation de Xp42Mpk1 sont différents entre une stimulation par la 

progestérone et une stimulation par injection de Cdc25 active. Lorsque la reprise 

méiotique est déclenchée par le FGF via l’expression de FGFR dans des ovocytes 

préalablement injectés (huit heures) des mêmes ARNm MKP3, la GVBD et la 

phosphorylation de Xp42Mpk1 ne sont pas observées, même quinze heures après la 

stimulation (Browaeys-Poly et coll., 2004). 
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Des travaux ont montré que l’injection d’ARNm codant Mkp3 retarde la GVBD sans la 

bloquer. Xp42Mpk1 n’est pas phosphorylée dans les ovocytes récupérés au temps 

GVBD (Fisher et coll., 1999a). Dans nos conditions, l’injection des ARNm entraîne un 

retard de la reprise méiotique mais Xp42Mpk1 ne peut être maintenue déphosphorylée 

de manière stable après la GVBD. Dans les ovocytes de souris, la protéine Mos est 

requise pour la phosphorylation de Mek mais aussi pour désactiver une phosphatase 

de MAP kinase (Verlhac et coll., 2000b). Un mécanisme analogue de régulation 

négative des MKP indépendamment du MPF pourrait exister dans les ovocytes de 

xénope. Cependant, les expériences d’expression de la phosphatase Mkp1/CL100 

ont conduit à une inactivation durable de Xp42Mpk1 et à l’absence de GVBD lors d’une 

stimulation par la progestérone (Gotoh et coll., 1995; Howard et coll., 1999). 

Les problèmes de spécificité posés par la geldanamycine et les difficultés 

inattendues de l’utilisation des ARNm de Mkp3 nous ont conduit à abandonner ces 

deux stratégies et à privilégier d’autres approches d’inhibition de Xp42Mpk1. Des 

résultats publiés pendant notre travail ont rapporté que U0126, inhibiteur biochimique 

spécifique de Mek 1 et 2 (Gross et coll., 2000) et que l’injection d’oligonucléotides 

antisens de p39Mos de type Morpholino (Dupre et coll., 2002a) bloque l’activation de 

Xp42Mpk1 et retarde la GVBD sans jamais l’inhiber. Nous avons de ce fait utilisé ces 

nouveaux outils pour étudier la morphogenèse du fuseau : U0126 et injection 

d’oligonucléotides Morpholino antisens de p39Mos ainsi que d’oligonucléotides 

antisens de p39Mos de type phosphorothioates. 
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Figure 29 : Structures :
A : d ’un oligonucléotide phosphodiester,
B : d ’un oligonucléotide phosphorothioate,
C : d ’un oligonucléotide Morpholino.
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Résultat  Publication 1 

Introduction 

La progestérone stimule la reprise de la méiose indépendamment de l’activité de 

p21Ras (Deshpande et Kung, 1987; Korn et coll., 1987). La MAPKK kinase Raf est 

phosphorylée et activée au cours de la maturation (Fabian et coll., 1993b; Muslin et 

coll., 1993b). La cascade qui mène à la phosphorylation de Xp42Mpk1 dépend 

essentiellement de la synthèse et de l’accumulation de p39Mos (Sagata et coll., 1988; 

Dupre et coll., 2002a). L’injection d’oligonucléotides phosphodiesters antisens, qui 

préviennent la synthèse de p39Mos, bloque totalement l’activation de Xp42Mpk1 et la 

GVBD (Sagata et coll., 1988; Barrett et coll., 1990). Des travaux récents ont remis en 

question la spécificité de cet outil : l’inhibition de la synthèse de p39Mos par injection 

d’oligonucléotides antisens Morpholino empêche l’activation de Xp42Mpk1 et retarde la 

GVBD (Dupre et coll., 2002a). Ce même résultat a été obtenu en inhibant Mek1 par 

U0126 (Gross et coll., 2000; Bodart et coll., 2002b).  

Lorsque la voie p39Mos-Xp42Mpk1 n’est pas active, aucun fuseau méiotique n’est 

observé à la membrane, les ovocytes n’entrent pas en deuxième division méiotique, 

les chromosomes se décondensent et l’ADN est répliqué (Gross et coll., 2000; 

Bodart et coll., 2002b; Dupre et coll., 2002a). L’incubation des ovocytes de Rana 

japonica en présence d’U0126 altère la formation du fuseau et la condensation des 

chromosomes lors de la reprise méiotique en présence de progestérone. Une 

enveloppe nucléaire se reforme neuf à douze heures après la GVBD et l’ADN est 

répliqué (Kotani et Yamashita, 2002). 

Nous avons complété notre étude de l’implication de la voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1-

p90Rsk dans la morphogenèse du fuseau en utilisant des stratégies d’inhibition par 

U0126 ou par oligonucléotides antisens de p39Mos de type Morpholino ou 

phosphodiester. Nous les avons couplées à des expériences de restauration par 

différents membres de la cascade. Ces approches nous ont permis de préciser le 

rôle de certains modules de cette cascade dans la formation du fuseau méiotique. 

Nous discutons également des implications respectives de p39Mos et de Raf dans la 
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phosphorylation de Mek1 et de l’implication de la voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk 

dans la phosphorylation de Raf. 

Les oligonucléotides que nous avons employés portent des modifications de types 

phosphorothioate ou Morpholino (Fig. 29). Ces modifications leur confèrent une plus 

grande stabilité et une plus grande spécificité en comparaison des oligonucléotides 

phosphodiesters classiques. Si l’utilisation d’oligonucléotides de type Morpholino est 

déjà décrite dans l’ovocyte de xénope (Dupre et coll., 2002a), ceux de type 

phosphorothioates présentent un avantage économique. Les expériences de 

restauration du fuseau méiotique ont été réalisées par injection des protéines Mos 

murine (Mu-Mos) ou Rsk constitutivement active (CA-Rsk).  

Résultats et discussion 

Les effets de U0126 ont été analysés sur des ovocytes stimulés par la progestérone. 

Des doses croissantes d’U0126 jusqu’à 100µM n’inhibent jamais la maturation. Par 

rapport aux témoins incubés en présence de DMSO 1‰, U0126 retarde la GVBD de 

manière fortement significative (p<0,001)1 dès la concentration 10µM. Aux 

concentrations de 10, 25 et 50µM, le retard est significativement dose-

dépendant (p<0,05) 2. U0126 bloque partiellement l’activation de Xp42Mpk1 à 10µM et 

totalement dès 25µM (Publication 1, Fig. 1B). Nous avons ainsi vérifié la 

concentration optimale de U0126 permettant d’inhiber complètement et sûrement 

Xp42Mpk1. Dans toutes nos expériences, les ovocytes ont été incubés en présence de 

U0126 50µM (Publication 1, Fig. 1B). A cette concentration, U0126 ne bloque pas la 

synthèse et l’accumulation de p39Mos. Comme en geldanamycine, nous observons 

une diminution de l’accumulation de p39Mos par rapport aux ovocytes témoins 

vraisemblablement provoquée par la perte du rétrocontrôle positif exercé par 

Xp42Mpk1 sur la synthèse de p39Mos (Howard et coll., 1999). Mek1 est toujours 

phosphorylée (Publication 1, Fig. 1B). U0126 exerce donc son effet d’inhibiteur de 

                                                 
1 Analyse statistique effectuée par un test Logrank 
2 Analyse statistique effectuée par un test Logrank 
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MEK en empêchant son activité sans bloquer son activation. Les immunoempreintes 

réalisées après maturation montrent un retard de la mobilité électrophorétique de Raf 

qui témoigne de sa phosphorylation (Publication 1, Fig. 3 ; (Fabian et coll., 1993b; 

Muslin et coll., 1993b). En présence de U0126, ce retard est partiellement inhibé 

sans que le profil ne soit celui observé dans des ovocytes immatures (Publication 1, 

Fig. 3). Ce résultat suggère que la phosphorylation de Raf est en partie dépendante 

de l’activité de la voie Mek1-Xp42Mpk1. 

Des injections d’oligonucléotides antisens de type Morpholino (p39Mos-MAS) ou 

phosphorothioate (p39Mos-PSAS) ont été réalisées pour bloquer la synthèse de 

p39Mos. L’injection de 10 ng de ces deux types d’oligonucléotides une nuit avant la 

stimulation des ovocytes est suffisante pour bloquer la synthèse et l’accumulation de 

p39Mos (Publication 1, Fig. 2B). Les injections de p39Mos-MAS n’inhibent pas mais 

retardent la GVBD en progestérone (Publication 1, Fig. 2A). Ces effets sont 

spécifiques de l’inhibition de p39Mos et de la voie Mek1-Xp42Mpk1 : l’injection de 

protéine Mu-Mos, avant la stimulation par la progestérone, supprime le retard 

provoqué par les p39Mos-MAS et accélère la reprise de la méiose en comparaison 

des ovocytes témoins injectés d’eau ou d’oligonucléotides sens Morpholinos de 

p39Mos (p39Mos-MS ; Publication 1, Fig. 2A).  

L’analyse par immunoempreinte révèle que les injections d’oligonucléotides sens de 

p39Mos de type Morpholino (p39Mos-MS) ou phosphorothioates (p39Mos-PSS) n’ont 

pas d’effet sur la synthèse de p39Mos et sur la phosphorylation de Mek1, Xp42Mpk1, 

p90Rsk et Raf pendant la reprise méiotique déclenchée par la 

progestérone (Publication 1, Fig. 2B, puits 2, 3, 5 et 6). Au contraire, les injections de 

p39Mos-MAS (Publication 1, Fig. 2B, puits 4) ou de p39Mos-PSAS (Publication 1, Fig. 

2B, puits 7) bloquent complètement la synthèse et l’accumulation de p39Mos, 

l’activation de Xp42Mpk1 et la phosphorylation de p90Rsk.  

Dans ces mêmes conditions expérimentales, Mek1 n’est pas phosphorylée et la 

migration électrophorétique de Raf est partiellement inhibée (Publication 1, Fig. 2B). 

L’isoforme partiellement phosphorylée de Raf ne semble pas correspondre à un état 
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actif de la protéine qui lui permettrait de phosphoryler et d’activer Mek1. En présence 

de U0126 50µM, le retard de migration électrophorétique de Raf est comparable à 

celui observé lorsque les ovocytes sont traités par les MAS ou les PSAS. En U0126, 

Mek1 est phosphorylée (Publication1, Fig. 2B). Cette phosphorylation peut donc être 

attribuée aux protéines p39Mos détectées. 

L’injection de Mu-Mos dans des ovocytes préalablement traités par les p39Mos-PSAS 

ne restaure que partiellement l’activation de Xp42Mpk1 et l’hyperphosphorylation de 

p90Rsk (Publication 1, Fig. 2B, puits 8). Par contre, l’injection de Mu-Mos restaure la 

phosphorylation de Mek1 endogène. La migration électrophorétique de Raf est 

rétablie : elle est comparable à celle observée dans les ovocytes témoins injectés 

d’eau ou de p39Mos-PSS. Ce résultat confirme celui obtenu avec U0126 montrant que 

la phosphorylation complète de Raf est dépendante de l’activité de la voie p39Mos-

Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk. Nous avons montré que p39Mos est active dans les ovocytes 

traités par U0126. p39Mos ne peut donc pas être responsable de la phosphorylation 

complète de Raf. L’injection de protéine Rsk constitutivement active (CA-Rsk) dans 

des ovocytes traités par les p39Mos-PSAS ou par U0126 50µM est incapable de 

restaurer des profils éléctrophorétiques de la cascade p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk 

et de Raf comparables à ceux des ovocytes témoins matures (Publication 1, Fig. 3, 

puits 5 et 8). Pourtant cette injection est suffisante pour supprimer les effets 

morphologiques de U0126 (voir plus loin). La protéine CA-Rsk est donc active dans 

les ovocytes. La phosphorylation complète de Raf serait donc sous le contrôle direct, 

soit de Mek1, soit plus vraisemblablement de Xp42Mpk1 qui reste le seul substrat 

connu de Mek1 et 2 (Cowley et coll., 1994; Mansour et coll., 1994). En absence de 

synthèse de p39Mos, il n’existe aucun rétrocontrôle positif possible vers Mek1 à partir 

de p90Rsk ou des protéines situées en aval. 

En utilisant les mêmes stratégies d’inhibition et de restauration, nous avons testé 

l’implication des différents modules de la voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk dans la 

morphogenèse du fuseau méiotique. Les ovocytes ont été observés en cytologie 

classique après coloration au rouge nucléaire et picro-indigocarmin. Nous nous 

sommes assurés de la présence des chromosomes en mettant au point une 
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technique d’immunocytologie nous évitant le recours à la microscopie confocale. 

Après traitement par les inhibteurs, les ovocytes sont fixés par du méthanol froid et 

inclus en paraffine. Des coupes semi-fines sont réalisées et marquées par du 

Hoechst. Les coupes révélant la présence de chromosomes sont mises en présence 

d’anticorps anti-tubuline et révélée par observation au microscope à fluorescence. 

Dans les ovocytes stimulés par la progestérone, l’inhibition de la voie MAP kinase 

par U0126, par injection de p39Mos-MAS ou par injection de p39Mos-PSAS, empêche 

la bipolarisation du fuseau et provoque l’apparition d’une ou de plusieurs structures 

microtubulaires de type aster, associées à des chromosomes ayant subi la 

diacinèse (Publication 1, Fig. 4D, E, I-K, O-Q et R ; Fig. 5 B et J ; Tableau1). Les 

altérations morphologiques du fuseau méiotique observées dans les ovocytes 

injectés de p39Mos-PSAS ou de p39Mos-MAS sont corrigées par l’injection de Mu-

Mos (Publication 1, Fig. 5C et J ; Tableau1). Ces observations permettent d’établir 

que la voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 est bien impliquée dans l’organisation bipolaire du 

fuseau. Dans les ovocytes traités par U0126, la présence de p39Mos endogène, 

suffisante pour phosphoryler Mek1, ou l’injection de Mu-Mos, sont incapables de 

promouvoir l’organisation du fuseau en absence de la voie Mek1-Xp42Mpk1-

p90Rsk (Publication 1, Fig. 4R ; Tableau1). La morphogenèse du fuseau méiotique 

dans les ovocytes traités par U0126 est restaurée par l’injection de CA-

Rsk (Publication 1, Fig. 4 R ; Fig. 5 G-I ; Tableau1). p90Rsk est un élément clef de la 

voie Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk dans la formation d’un fuseau bipolaire. Bien que 

l’injection de CA-Rsk restaure la formation d’un fuseau en présence de U0126, elle 

en est incapable en absence de p39Mos dans des ovocytes injectés de p39Mos-

PSAS (Publication 1 ; Fig. 5D-F et J ; Tableau1). Nos résultats suggèrent que p39Mos 

ou p90Rsk ne peuvent seules promouvoir l’organisation bipolaire du fuseau de 

division. En plus de p90Rsk active, l’activité de p39Mos est indispensable à 

l’établissement de la bipolarité du fuseau méiotique. 
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Summary 
 

Fully-grown G2-arrested Xenopus oocytes resume meiosis upon hormonal 

stimulation. Resumption of meiosis is accompanied by germinal vesicle breakdown, 

chromosome condensation and organization of a bipolar spindle. At the molecular 

level, resumption of meiosis is accompanied by activation of MPF and the p39Mos–

MEK1–Xp42Mpk1–p90Rsk pathways. The latter cascade is activated upon p39Mos 

accumulation. Using U0126, a MEK1 inhibitor, and p39Mos antisense morpholino and 

phosphorothiate oligonucleotides, we have investigated the role of the members of 

the p39Mos–MEK1–Xp42Mpk1–p90Rsk in spindle morphogenesis. First, we have 

observed at a molecular level that prevention of p39Mos accumulation always led to 

MEK1 phosphorylation defects even though meiosis is stimulated through the insulin 

Ras-dependent pathway. Moreover we have observed that Raf1 phosphorylation that 

occurs during meiosis resumption was dependent upon the activity of MEK1 or 

Xp42Mpk1 but not p90Rsk. Second, either p39Mos accumulation prevention or MEK1 

inhibition led to the formation of aster-like structure in cytoplasm, associated together 

with condensed chromosomes. Spindle morphogenesis rescue experiments using 

constitutively active Rsk and purified murine Mos protein suggested that p39Mos  

promotes meiotic spindle morphogenesis through two separate pathways. 

Nevertheless, both proteins are required for bipolar spindle organization at the 

plasma membrane. 

 

(194 words) 
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Introduction 
 

Fully-grown Xenopus laevis oocytes are arrested at prophase of the first 

meiotic division. In response to stimulation by steroid hormones, they resume meiosis 

in a process called maturation. The latter,  which is analogous to G2/M transition, is 

characterized by the move of the nucleus or germinal vesicle (GV) towards the 

animal pole. As the GV moves towards the cortex, the nuclear envelope breaks down 

(germinal vesicle breakdown or GVBD), the chromosomes condense and a bipolar 

spindle forms. Moving of the GV and anchoring of the spindle at the cortex create the 

appearance of a white spot (WS) at the apex of the oocyte.  The first meiotic division 

is completed after extrusion of the first polar body, while the second division resumes 

in absence of interphase. Meiotic progression is then blocked at metaphase II in 

anticipation for fertilization (Hausen and Riebesell, 1991). 

The molecular mechanisms underlying the morphogenesis of the first meiotic 

spindle are poorly characterized. Unlike mitosis, first meiotic spindle formation in 

Xenopus oocytes proceeds in absence of active centrosomes. Indeed, centrosomes 

are functionally inactivated at earlier stages of oogenesis (Gard et al., 1995). 

Cytological events accompanying maturation are correlated to the activation of 

protein-kinases. Among them, the cytoplasmic M phase promoting factor (MPF) has 

been shown to be responsible for promotion of G2/M transition. It has been 

demonstrated to be a universal regulator of entry in meiosis and mitotis. It is a 

heterodimer made up of two subunits: a catalytic subunit, the kinase p34Cdc2/Cdk1 and 

a regulatory subunit, the cyclin B (For review, see Masui, 2001; Nurse P, 1998). 

Simultaneously to MPF activation, the Erk-like Xp42Mpk1 (Extracellular 

Regulated Kinase) is phosphorylated and activated (Ferrell et al., 1991). Xp42Mpk1 

belongs to the Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) pathway that is turned on 

by the synthesis of p39Mos in response to progesterone stimulation (Sagata et al., 

1988; Dupre et al, 2002). Once accumulated, p39Mos activates MEK1 that in turn 

phosphorylates Xp42Mpk1 (Nebreda and Hunt, 1993). Upon its activation, Xp42Mpk1 

phosphorylates and activates ribosomal S6 kinase (p90Rsk). Accumulation of p39Mos 

can either be regulated by Xp42Mpk1 through the regulation of p39Mos mRNA 

translation (Howard et al., 1999) or by MPF-dependent mechanisms (Frank-Vaillant 

et al., 1999). This pathway has been shown to be responsible for S-Phase 

suppression between MI and MII. Indeed, inhibition of p39Mos synthesis (Furuno et 
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al., 1994; Dupre et al., 2002), or inhibition of MEK1 using U0126 (Gross et al., 2000) 

inhibits meiosis I - meiosis II transition and DNA is replicated.  

Available evidence indicates that the MAP kinases pathway is involved in 

spindle formation and stabilization.  In mouse oocytes, MAP kinase has been found 

to be associated with MTOC (Verlhac et al., 1994). In mouse and pig oocytes, MAP 

kinase distributes to the metaphase spindle and migrates to the middle of the spindle 

during the transition from anaphase to telophase (Lee et al., 2000; Hatch and Capco, 

2001). The same pattern of distribution has been observed for its downstream 

effector, p90Rsk (Fan et al., 2003). Interestingly, amphibian and mammalian oocytes 

in which the MAP kinase pathway is inactive fail to assemble a normal 

spindle (bodart et al 2002 ; Zhao et al., 1991 ; Araki et al., 1996 ; Choi et al., 1996). 

However, mouse oocytes deficient in MAP kinase activity can still divide and release 

polar body. In this case, the emitted polar body is abnormally large (Verlhac et al., 

2000a). 

This study was undertaken to analyze in vivo the effects of p39Mos -Xp42Mpk1 

pathway on spindle morphogenesis induced by hormonal stimulation in Xenopus 

laevis oocytes. Both chemical inhibitor and antisense strategies were used and their 

effects on the MAP kinase cascade regulation as well as on the MEK kinase Raf1 

have been analysed and discussed. Our results provide evidences that p39Mos is the 

only MAPKK kinase involved in MEK1 phosphorylation and that Raf complete 

phosphorylation is dependent upon phosphorylation by either MEK1 or Xp42Mpk1. 

While inactivation of MAP kinase leads to formation of aster-like structures, we 

observed  that members of p39Mos-Xp42Mpk1 pathway might play complementary but 

different roles in spindle formation. 
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Material and Methods 
 

Isolation of oocytes. 

 

Adult Xenopus females were purchased from University of Rennes I, France. 

After anaesthetizing frogs by immersion in 1g/l MS222 solution (tricaine methane 

sulfonate, Sandoz), ovarian lobes were surgically removed and placed in ND96 

medium [96 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES, pH 

7.5 (NaOH)]. Fully-grown stage VI oocytes (Dumont, 1972) were isolated and follicles 

were removed by collagenase treatment for 30 min (1 mg/ml collagenase A, Roche 

etc.), followed by manual microdissection. Oocytes were stored at 14°C in ND96 

medium until experiments. All treatments were started within 24 hours after ovarian 

lobes removal. 

 

Antisense oligonucleotides 

 

Phosphorothioate deoxyribo-oligonucleotides were purchased from 

Eurogentec. The sequence of the antisense against p39Mos was 

AAGGCATTGCTGTGTGACTCGCTGAAAC and was similar to those described in 

Sagata et al (1988). As control we used the inverted sequence 

GTTTCAGCGAGTCACACAGCAATGCCTT designed as sense oligonucleotides or 

RNase free water.  

Morpholino oligonucleotides were purchased from Gene Tools. The sequence 

of the antisense against p39Mos was GGGAAGGCATTGCTGTGTGACTCGC. As a 

control, we used the inverted sequence CGCTCAGTGTGTCGTTACGGAAGGG. 

For both phosphorothioate and morpholino oligonucleotides, 10 ng were 

microinjected into each oocytes by the use of a positive displacement digital 

micropipette (Nichiryo). Oocytes were then incubated in ND96 medium for 

progesterone experiments and in OR2 medium for insulin experiments (see Baert et 

al., 2003). U0126 (Promega) was prepared in DMSO and used at final concentration 

of 50µM. Treatments began 1 h before progesterone or insulin addition. Control 

oocytes were treated with an identical amount of DMSO.  

 

Oocyte injections 
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Purified murine Mos protein (Mu-Mos) was kindly provided by Dr. Vande 

Woude. Purified constitutively active Rsk (CA-Rsk) was a gift of Dr Nebreda 

(Perdiguero et al., 2003). Mu-Mos (37.5 ng) and CA-Rsk (5 ng) were injected into 

each oocytes (50nl) just before progesterone or insulin treatment. Batches of injected 

oocytes (30 to 60) were observed every hour and scored for the appearance of white 

spot. At each time point, 3 to 5 oocytes were frozen at –20°C for later biochemical 

analysis (see below).  

Resumption of meiosis was stimulated by incubating oocytes in ND96 medium 

containing 10 µM progesterone (Sigma). Incubation in DMSO (0.1%) or injection with 

PSS were used as controls for U0126 and PSAS experiments respectively. 

 
Cytological and immunocytological analysis 

 

For classical cytological analysis, oocytes were fixed overnight in Smith’s 

fixative, dehydrated and embedded in paraffin. Sections (7 µm thick) were stained 

with nuclear red to detect nuclei and chromosomes and with picroindigo carmine that 

reveals cytoplasmic structures. 

For immunocytological analysis, oocytes were fixed overnight in cold 

methanol, which was gradually replaced by butanol before embedding in paraffin. 10 

µm sections were cut and stained with 1µg/ml Hoechst 33342 (Sigma) to visualize 

chromosomes. Microtubules were stained with monoclonal anti-tubulin antibody Tub 

2.1 (Sigma). Primary antibodies were revealed with antimouse antibody coupled to 

Oregon Green (Molecular probes).  

 

Western Blotting. 

 

Oocytes were homogenized in homogenisation buffer (15 mM MgCl2 ; 1mM 

NaF ; 1 mM Na Orthovanadate ; 60 mM β−glycerophosphate ; 15 mM 

paranitrophenylphosphate ; 1 mM phenylphosphate ; 15 mM EDTA ; 2 mM DTT ; 

10 µg/ml leupeptin ; 10 µg/ml aprotinin ; 10 µg/ml Soybean trypsic inhibitor ; 10 µM 

benzamidine ; 25 mM MOPS ; pH 7.2 : Azzi et al., 1994) and then centrifuged for 5 

min. at 10,000 g (4°C) to eliminate  yolk platelets. Proteins were then separated on a 

12.5% mini-SDS-  polyacrylamide gel for phospho-MEK immunodetection or on a 
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modified 17.5% polyacrylamide gel (Chesnel et al., 1997) for Raf, p39Mos, Xp42Mpk1 

and p90Rsk immunodetection. Such gels allow better discrimination between active 

and inactive proteins (Bodart et al., 1999). Xp42Mpk1 was detected using the 

monoclonal antibody D-2 (Santa Cruz Biotechnology) (1/1000). p39Mos was detected 

using the polyclonal antibody C238 (Santa Cruz Biotechnology (1/1000). p90Rsk 

detection was performed using the polyclonal antibody C21 (Santa Cruz 

Biotechnology) (1/1000). Raf was detected using the polyclonal antibody C20 (Santa 

Cruz Biotechnology) (1/500) and phospho-MEK detection was performed using the 

polyclonal antibody (Calbiochem) (1/1000). Signals were detected using ECL 

chemoluminescence system (Amersham). 
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Results 
 
Dose-dependent effects of Xp42Mpk1 pathway chemical inhibitors U0126 on 

G2/M transition. 

 

To analyse the impact of the inhibition of the p39Mos-MEK1-Xp42Mpk1-p90Rsk 

pathway on spindle morphogenesis, we determine the effects of two strategies on 

Xp42Mpk1 activity and p39Mos accumulation. 

Dose-dependent effects of the MEK inhibitor U0126 on meiotic resumption 

induced by progesterone or insulin were first investigated. Previous results obtained 

by Gross and collaborators (2000) used only 50 µM concentration of U0126 and 

showed that this concentration could not block progesterone-induced GVBD but 

rather delayed it. Using increasing concentration of U0126 (10 to 100 µM) on 

progesterone-stimulated oocytes, we observed that U0126 never prevented 

GVBD though it did delay GVBD (Fig. 1A). In oocytes treated by U0126 10 µM, time 

of GVBD50 (time to which 50% of the oocytes underwent meiotic resumption) was 1.5 

± 0.2 fold of GVBD50 of control oocytes treated with DMSO. In oocytes treated with 

U0126 50 µM, time of GVBD50 was 1.8 ± 0.1 fold of control oocytes. From these 

experiments, a logrank test showed heterogeneity between GVBD kinetics in DMSO, 

U0125 10, 20 and 50 µM (p<0.05, n=4) suggesting that MEK1 inhibitor U126 delayed 

GVBD in a dose-dependent manner.  

It is also noteworthy that U0126 treatment, if not resulting in the full inhibition 

of GVBD, induced partial inhibition of GVBD. Percentage of white spot of control 

oocytes treated with DMSO was of 93.1 % ± 3.6. It was of 66 % ± 9.8 in oocytes 

treated with U0126 10 µM and of 58.7 % ± 9.1 and 58.1 % ± 8.8 in oocytes treated 

respectively with U0126 25 and 50 µM. In our hands, GVBD percents in U0126-

treated oocytes did not increased after 20 hours and never reached values 

comparable to those of DMSO-treated oocytes even after 36 hours exposure.  

To evaluate the effects of increasing concentrations of U0126 on p39Mos-

Xp42Mpk1 pathway, p39Mos accumulation as well as the phosphorylation status of 

Xp42Mpk1 and its downstream target p90Rsk were analysed by Western blotting at the 

end of each experiment (20 hours post-progesterone; Fig. 1B). In immature 

oocytes (Fig 1B, first  lane) p39Mos was not detectable and Xp42Mpk1 and p90Rsk were 

unphosphorylated. In control oocytes treated with DMSO 1/1000 and stimulated with 
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progesterone (second lane), p39Mos was present and Xp42Mpk1 and p90Rsk were 

phosphorylated. By contrast, we observed that in oocytes treated with 10 µM U0126 

and  progesterone, Xp42Mpk1 and p90Rsk phosphorylation were only partially inhibited 

whereas they were totally inhibited in U0126 25 µM and 50 µM treated oocytes. 

However, U0126 treatment up to 50 µM never abolished p39Mos accumulation but 

resulted in a slight decrease of the detected amounts (Fig. 1B). We also noted that 

phosphorylation of MEK1 was never inhibited even if concentration of U0126 was 

increased up to 50 µM. This observation agrees with report of Davies and colleagues 

(2000), which demonstrated that U0126 blocks Xp42Mpk1 phosphorylation through 

direct inhibition of phosphorylated MEK1 and not by preventing phosphorylation of 

MEK1. As we already showed in insulin-treated oocytes (Baert et coll., 2003), U0126 

incubation partially inhibited Raf phosphorylation in progesterone-stimulated 

oocytes (Fig. 3, lane 7). 

 

Figure 1 
 
Effects of p39Mos morpholinos antisense on G2/M transition induced by 

hormonal stimulation. 

 

We reported previously that injection of antisense phosphorothioate 

oligonucleotides of p39Mos (p39Mos PSAS) gave similar results : when stimulated 

either by insulin or progesterone, injected oocytes exhibited no activation of the 

p39Mos - Xp42Mpk1 pathway and GVBD was delayed but not prevented (Baert et al., 

2003). 

To compare with antisense phosphorothioate strategies, we used antisense 

Morpholino oligonucleotides (p39Mos-MAS) against p39Mos synthesis on 

progesterone-stimulated oocytes. We observed that maturation was strongly delayed 

but not inhibited (Fig. 2A). Injection of 10 ng of sense Morpholinos 

oligonucleotides (p39Mos-MS) of p39Mos had no effect on maturation time course : 

time of GVBD50 was 1.0 ± 0.1 fold those of control oocytes injected with water. In 

contrast, time of GVBD50 of p39Mos-MAS-injected oocytes was increased by 1.4 ± 0.1 

fold. Whereas U0126 induced a noticeable decrease in GVBD rate, p39Mos-MAS 

injection had little or no effects on the percentage of GVBD. In progesterone-

stimulated oocytes, p39Mos-MAS injection resulted in 82.0 % ± 7.3 of white spot 

 9



compared to 85.5% ± 3.3 in water-injected oocytes and 75.6% ± 8.6 in p39Mos-MS-

injected oocytes. 

We performed Western blot studies of the effects of these oligonucleotides on 

the p39Mos-Xp42Mpk1 pathway (Fig. 2B). We did not observe any difference between 

p39Mos-MAS-injected oocytes and immature oocytes concerning p39Mos signal 

detection. Indeed, we failed to detect any p39Mos in p39Mos-MAS-injected oocytes. 

This resulted in abolition of Xp42Mpk1 and p90Rsk activation as demonstrated by their 

lack of phosphorylation (Fig. 2B). Our results showed that, like p39Mos-PSAS, p39Mos-

MAS prevent p39Mos synthesis, MEK1 phosphorylation  and Xp42Mpk1 activation (Fig. 

2B) and cause a delay in GVBD. Thus both phosphorothioate and Morpholinos 

strategies can be used to prevent similarly the p39Mos - Xp42Mpk1 pathway. 

 
Figure 2 
 
 
p39Mos but not Raf is responsible for MEK1 phosphorylation and MAP kinase 

pathway activation during Xenopus oocyte maturation. 

 

We observed that MEK1 is not phosphorylated in p39Mos-PSAS-injected 

oocytes stimulated by progesterone (Fig. 2B) or by insulin (not shown). Same 

treatments result only in Raf partial phosphorylation (Baert et coll., 2003; Fig. 2B and 

3). Then, the partially phosphorylated isoform of Raf detected in such oocytes (Fig. 

2B and 3) is not able to induce MEK1 phosphorylation, suggesting that this partially 

phosphorylated isoforme is not active. Conversely, injection of murine Mos (Mu-Mos) 

protein rescued MEK1 and Raf phosphorylation and partially rescued Xp42Mpk1 and 

p90Rsk levels of phosphorylation (Fig. 2B). In these conditions, no p39Mos signal was 

detected, mainly because antibody used failed to detect exogenous injected Mu-Mos. 

In 50 µM U0126-treated oocytes, we observed that neither p39Mos accumulation nor 

MEK1 phosphorylation were prevented, supporting the hypothesis that U0126 does 

not impair MEK1 activation but rather inhibits its kinasic activity (Fig. 1B). Finally, 

injection of constitutively active Rsk (CA-Rsk) failed to rescue Xp42Mpk1 and Raf 

phosphorylation in both p39Mos-PSAS-injected and U0126-treated oocytes (Fig. 3) but 

succeeded in reverting the effects of U0126 on spindle morphogenesis (Fig. 5K and 

table 1). 
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Figure 3 
 
Prevention of p39Mos synthesis or MEK1 inhibition alter bipolar spindle 

morphogenesis and induce aster-like formation following progesterone stimulation. 

 

We performed cytological and immunocytological analysis to assess the 

effects of both U0126 and p39Mos-antisense oligonucleotides on bipolar spindle 

morphogenesis during progesterone and insulin stimulation. Control oocytes 

stimulated by progesterone exhibited meiotic spindles at the plasma membrane with 

condensed chromosomes on a metaphase plate in 93.0 % ± 5.0 of the oocytes 

treated with 0.1% DMSO (table 1; Fig. 4F-H), spindle formation was slightly decrease 

in control oocytes injected with p39Mos-PSS (82.0% ± 1.1 bipolar spindle ; table 1 and 

Fig. 4L-N). While spindle percentages were lower in p39Mos-MS-injected oocytes, 

there was no significative difference in regard to cytological structures found in 

p39Mos-MS-injected and in control H2O-injected oocytes  (58.0 ± 7.1, n=5 and 73.2 ± 

5.7 %, n=3 respectively; table 1). Similarly, there was no significative differences 

between H2O and p39Mos-PSS-injected oocytes (n=5). Inhibition of the p39Mos-

Xp42Mpk1 pathway resulted in a significant decrease in bipolar spindle 

formation (table1; Fig. 4R,S and 5J).  Meiotic metaphase spindles were observed in 

only 17.0 % ± 7.2 of the oocytes treated with 50 µM U0126, 10.0 % ± 10.0 in oocytes 

injected with p39Mos-PSAS and 3.8 % ± 3.8 in oocytes injected with p39Mos-

MAS (table 1). Statistical analysis confirmed that there was a significative difference 

between DMSO and U0126 50 µM-treated oocytes, between p39Mos-MS and p39Mos 

MAS-injected oocytes and between p39Mos-PSS and p39Mos-PSAS-injected oocytes 

(each p<0.001 , n= 3).  

Percentage of bipolar spindles observed in U0126-treated oocytes decreased 

in a dose-dependent manner (table1; Fig. 4R) : 41.0% ± 19.5 of 10 µM U0126-

treated oocytes exhibited a meiotic spindle when 25 µM U0126-treated oocytes 

exhibited a meiotic spindle in only 9.2 % ± 5.8 of the cases (table 1; Fig. 4R). If we 

failed to detect bipolar spindles in these oocytes, we observed aster-like 

structures (table1; Fig. 4R) in 61.2 % ± 9.4 of the oocytes treated with 50 µM 

U0126 (table 1; Fig. 4D). Percentage of aster-like structures in U0126-treated 

oocytes depended upon the concentration used (table 1; Fig 4R) : 10 µM U0126 
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treated oocytes exhibited 17.9 % ± 17.9 whereas 50 µM U0126 leads to the 

formation of 61.2 ± 9.3 aster-like structures in the oocytes. These effects appeared to 

be dose-dependent because we have observed a statistical difference between each 

concentration of U0126 that were used (p<0.05). 

 

Similarly to U0126 treated oocytes, aster-like structures were found in 76.0 % 

± 10.8 of the oocytes injected with p39Mos-PSAS (table 1; Fig. 4O-Q and 5J) and 78.7 

% ± 2.9 of the oocytes injected with p39Mos-MAS (table 1; Fig. 4E; 5B and J). In 

comparison, aster-like structures were detected only in 1.8 % ± 1.8 of the control 

oocytes treated with 0.1% DMSO, in 14 % ± 3.6 of oocytes injected with p39Mos-PSS 

and in 10.2 % ± 4.5 of the oocytes injected with p39Mos-MS (table1). Inhibition of 

Xp42Mpk1 activation by U0126 also appeared to alter microtubular network and 

spindle organization because 21.7% ± 10.8 of U0126 50µM-treated oocytes exhibited 

no structure at all (Fig. 4R, table1). The latter effect seemed not to be specific of 

Xp42Mpk1. Indeed, we failed to detect any structure only in 14 % ± 9.3 and 17.4% ± 

4.3 of oocytes respectively injected with p39Mos-PSAS and p39Mos-MAS (table 1; Fig. 

5J). 

 

To assert the presence of condensed chromosomes associated to the aster-

like structures observed by nuclear red/picroindigocarmine staining, we performed an 

Hoechst and anti-tubulin staining on sections of cold methanol-fixed oocytes. Such 

treatment allowed us to observe condensed chromosomes that have undergone 

diakinesis associated with microtubules both in U0126-treated (Fig. 4I-K) and p39Mos-

antisense-injected oocytes (Fig. 4O-Q). Nevertheless, if condensed chromosomes 

were observed, we noted that the signal appeared weaker than in metaphase II 

control oocytes. One might argue that the aster-like structure could be interpreted as 

a polar view of a misorientated metaphase spindle in the cytoplasm. However, on 

such a polar view, one shall not attend to observe nucleated microtubules radiating 

around of aggregate of chromosomes. Aster structures observed were always larger 

than metaphase spindle (i.e. in 50µM U0126-treated oocytes, aster-shaped 

microtubular structures observed are 2.0 ± 0.5 fold larger than control metaphase II 

spindle ; also compare Fig. 4H and N with K and Q) and were never located at the 

plasma membrane but rather in the sub-cortical cytoplasm. Indeed, in p39Mos-PSAS-

treated oocytes, microtubular structures were found at the plasma membrane in only 
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33.3% ± 8.3 of the oocytes but in 86 % ± 3.6 of the cases in p39Mos-PSS-injected 

oocytes. In contrast, structures were found in subcortical area in 58.3 ± 8.3 and even 

in deep cytoplasm in 8.3% ± 8.3 of p39Mos-PSAS-injected oocytes. By contrast, in 

p39Mos-PSS-treated oocytes, structures were observed in subcortical area in 5.5% ± 

5.5 of the cases and in deep cytoplasm in 6.7% ± 6.7 of the oocytes. 

Thus, chemical inhibitor and p39Mos-antisense strategies led to microtubule 

nucleation in the cytoplasm without establishment of a bipolar axis. 

 
Figure 4  
 
Table 1 
 

Prevention of first polar body extrusion is not specific to MAPK inhibition by 

U0126. 

 
Whereas the decrease of metaphase spindle organization in U0126-treated 

oocytes was decreased in a dose-dependent manner (table 1; Fig. 4R), the extrusion 

of the first polar body was already impaired by 10 µM U0126 exposure.   Detection of 

polar body can be accurately performed on 7µm sections : polar bodies have 

distinctive shape from remaining follicular cells and are located between the plasma 

membrane and the vitelline membrane in a V-shaped depression (fig 4C and 

5A).Though first polar bodies were found in 68.7% ± 3.3 of DMSO-incubated oocytes, 

they were never detected in U0126-treated oocytes, whatever the concentration used 

was. While 10 µM concentration did not totally block Xp42Mpk1 phosphorylation as 

attested by the electrophoretic shift observed in Fig. 1B, this partial inhibition might 

have been sufficient to prevent polar body extrusion. Similarly, no polar bodies were 

detected in p39Mos-MAS-injected oocytes. 

 
 
CA-Rsk injection does not rescue spindle organization in p39Mos antisense-

injected oocytes. 

 

To assert that aster-like formation accounts for the inhibition of p39Mos-

Xp42Mpk1 pathway, spindle rescue experiment were performed using CA-Rsk or Mu-

Mos protein injection in p39Mos-antisense oligonucleotides-injected oocytes. We 

observed that while Mu-Mos injection rescued the establishment of a bipolar spindle 
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in 65.7% ± 4.2 of p39Mos-MAS -injected oocytes (n=5; table1; Fig. 5C and J) and in 

75% of p39Mos-PSAS-injected oocytes (n=2; table 1 and Fig. 5J), the injection of CA-

Rsk failed to properly rescue normal spindle morphogenesis in p39Mos-PSAS-injected 

oocytes (19 ± 13.2, n=3 ; Table 1 and Fig. 5D-F and J). We determined that there 

was no significative differences between p39Mos-PSS-injected oocytes and oocytes 

co-injected with Mu-Mos and p39Mos-PSAS, as well as between p39Mos-MS-injected 

oocytes and oocytes co-injected with Mu-Mos and p39Mos-MAS. CA-Rsk and p39Mos-

PSAS-injected oocytes exhibited a significative difference toward p39Mos-PSS-

injected oocytes (p<0.01, n=3) and toward p39Mos-PSAS-injected oocytes (p<0.001, 

n=2) or p39Mos-MAS-injected oocytes (p<0.001, n=5). The significative difference 

observed between CA-Rsk and p39Mos-PSAS co-injected oocytes and p39Mos-PSAS-

injected oocytes might be explained by the lack of structures observed when CA-Rsk 

is injected. No structure were observed in 53.2 ± 10.7 of the oocytes co-injected with 

CA-Rsk and p39Mos-PSAS (table 1, fig 5J). 

Figure 5 
 
 

Constitutively active Rsk but not Mos rescues spindle formation in U0126 

treated oocytes. 

 

Since 50 µM U0126-treated oocytes exhibited lower amounts of p39Mos (Fig. 

1B), one might suggest that this amount is not sufficient to allow the establishment of 

a spindle bipolar axis. To test this hypothesis, we injected Mu-Mos amounts that were 

able to rescue spindle organization in antisense-injected oocytes. In these conditions, 

we observed that Mu-Mos was not able to restore a metaphase spindle at the plasma 

membrane (12.5% metaphase spindle vs. 57.5% aster ; table 1 and Fig. 4R). 

Nevertheless, CA-Rsk injections at the same concentration than in antisense-injected 

oocytes, rescued normal bipolar spindle in 74.9% ± 12.6 of U0126-treated 

oocytes (table 1; Fig. 4R and 5H-J).  This suggest that inhibition of bipolar spindle 

formation is specific of MAP kinase pathway inhibition and that activity of p90Rsk is 

necessary but not sufficient for bipolar spindle morphogenesis.  
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Discussion 
 
p39Mos accumulation has been shown not to be required for GVBD but for 

Xp42Mpk1 activation following progesterone (Baert et al., 2003; Dupre et al., 2002) or 

insulin stimulation in Xenopus laevis oocytes (Baert et al., 2003). We observed that 

inhibition of p39Mos accumulation using antisense strategies prevented the 

phosphorylation of MEK1 both in progesterone and insulin-stimulated oocytes. Upon 

hormonal stimulation of Ras-dependent and Ras-independent pathways by insulin 

and progesterone respectively, Raf undergoes catalytic activation and electrophoretic 

mobility up-shift (Fabian et al., 1993; Muslin et al., 1993). It has been first 

hypothesized that Raf could be activated downstream of p39Mos since prevention of 

p39Mos accumulation reduced the electrophoretic shift of Raf (Fabian et al., 1993; 

Muslin et al., 1993). Nevertheless, Raf negative dominant isoforms, which were 

truncated from their catalytic domains but still contained the Ras-binding domain, 

might directly exert an inhibitory effect on Ras (Shibuya et al., 1996). 

Together with the absence of MEK1 phosphorylation in p39Mos-

antisense (p39Mos-AS) injected oocytes stimulated with insulin or progesterone, we 

have observed that Raf was only detected under a partially phosphorylated isoform in 

these conditions. Similarly Raf was detected under the same partially phosphorylated 

isoform in U0126-treated oocytes stimulated either with insulin or progesterone. 

Because p39Mos still accumulated in these oocytes, absence of p39Mos accumulation 

does not account for the prevention of full phosphorylation of Raf. Noteworthy, even if 

the amount of p39Mos seemed to be lower in U0126-treated oocytes than in control 

oocytes, this amount was still enough to induce MEK1 phosphorylation. 

Full phosphorylation of Raf was rescued by murine Mos (Mu-Mos) in p39Mos-

AS-injected oocytes while constitutively active Rsk (CA-Rsk) injections failed to 

restore Raf phosphorylation either in U0126-treated oocytes or in p39Mos-AS-injected 

oocytes. From these results, it can be hypothesized that Raf full phosphorylation is 

under the control of p39Mos-MEK1-Xp42Mpk1 pathway independently of p90Rsk. Our 

results do not plague for a role for Raf during meiosis resumption since the latter can 

occur in absence of Raf activity or activation. Moreover, this suggests that p39Mos is 

the unique MAPKK kinase responsible for MEK1 phosphorylation during Xenopus 

oocyte maturation in spite of the activation of Raf during meiosis resumption.  
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Taken together, recent results obtained using p39Mos antisense strategies 

and chemical inhibitors of MEK in Xenopus oocytes have established that GVBD 

could occur in absence of p39Mos accumulation or Xp42Mpk1 activity (Baert et al., 

2003; Dupre et al., 2002; Gross et al., 2000). In these conditions, GVBD and MPF 

activation are delayed in comparison to control oocytes. However, we observed 

that egg cytoplasm-induced GVBD was delayed in p39Mos-AS-injected oocytes 

whereas it was not in U0126-treated oocytes, suggesting that p39Mos may play a 

role independently of Xp42Mpk1 and p90Rsk in control of meiosis dynamic (Sellier 

and Bodart, unpublished observations). This effect could be mediated by the 

p39Mos capacity to directly phosphorylate Myt1 independently of p90Rsk (Peter et 

al., 2002).  

In contrast to mouse, the involvement of the MAP kinase pathway in 

spindle morphogenesis in Xenopus oocytes in vivo has not been extensively 

studied. Studies have stressed out that in vitro MAPK inhibition leads to half 

spindle formation (Horne and Guadagno, 2003). In accordance with previous 

reports we failed to observe meiotic structures at the plasma membrane of the 

oocytes either treated with U0126 (Bodart et al., 2002; Gross et al., 2000) or 

injected with p39Mos-antisense Morpholinos oligonucleotides (Dupre et al., 2002). 

We observed the occurrence of an aster-like structure in deep cytoplasm in 

absence of MAPK activity. Kotani and Yamashita (2002) have reported the 

absence of MTOC organization, chromosomes condensation and bipolar 

formation in U0126-treated Rana japonica oocytes. In U0126-treated oocytes, 

they have observed partial condensation followed by re-condensation of 

chromosomes together with a dispersed pattern of microtubules. In contrast to 

these observations, we have observed microtubule nucleation in Xenopus 

oocytes either treated with U0126 or injected with p39Mos-AS oligonucleotides. 

These asters were associated together with chromosomes that have undergone 

diakinesis DNA replication and cell cycling in Xenopus oocytes observed when 

MAPK pathway is inhibited (Dupre et al., 2002; Gross et al., 2000) might account 

for the absence of microtubule nucleation and chromosomes condensation 

observed in about 20 % of treated oocytes. 

 

MAP kinase pathway is also clearly dispensable for GVBD to occur in 

mouse oocytes (Abrieu et al., 2001; Colledge et al., 1994; Hashimoto et al., 
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1994). In mouse Mos-nullizygous mice, oocytes still exhibited spindle 

morphogenesis but spindle shape was altered and such spindle did not migrate 

toward the plasma membrane. This leads to an asymmetric division together with 

the extrusion of an abnormally large polar body (Verlhac et al., 2000a). However, 

polar body extrusion was neither observed in p39Mos-AS-injected nor in U0126-

treated oocytes were Xp42Mpk1 phosphorylation was only partially inhibited. 

Absence of migration of GV content and microtubule toward the plasma 

membrane, as well as yolk platelet surroundings, may have prevented any polar 

body extrusion. Role of p39Mos in cytostatic activity (CSF), which maintains high 

levels of MPF activity in metaphase II-arrested oocytes through the prevention of 

cyclin B degradation, is mediated by Xp42Mpk1 (Abrieu et al., 1996; Haccard et al., 

1993; Minshull et al., 1994) and p90Rsk (Bhatt and Ferrell, 1999; Gross et al., 

1999). Meiotic spindle defects were rescued in p39Mos antisense injected oocytes 

by the injection of Mu-Mos indicating that the activation of the p39Mos-MEK1-

Xp42Mpk1-p90Rsk cascade was specifically involved in the establishment of the 

bipolar axis of meiotic spindle. We have also observed that presence of 

endogenous p39Mos in U0126-treated oocytes, which was still able to 

phosphorylate MEK1, or injection of Mu-Mos failed to rescue bipolar spindle 

formation in these conditions, suggesting that p39Mos is not sufficient on its own to 

enable spindle organization. Injection of CA-Rsk was sufficient to rescue the 

formation of a bipolar spindle at the plasma membrane in U0126-treated oocytes. 

This support a crucial role for p90Rsk in spindle morphogenesis, through its 

activation by p39Mos-MEK1-Xp42Mpk1 cascade. If injection of CA-Rsk was able to 

rescue spindle morphogenesis in U0126-treated oocytes, it was not in p39Mos-

antisense-injected oocytes. Failure of spindle restoration in p39Mos-PSAS and CA-

Rsk co-injected oocytes, as well as in U0126 treated oocytes exhibiting p39Mos 

levels sufficient to induce MEK1 phosphorylation, suggest that p39Mos and p90Rsk 

are not sufficient on their own to enable spindle organization. It also suggest that 

both proteins are required together for spindle morphogenesis and that p39Mos 

promotes spindle organization through separate pathways, including one that is 

p90Rsk-independent. 

 

p39Mos has been demonstrated to associate and phosphorylate 

tubulin (Zhou et al., 1991). Kinetochores motor protein CENP-E has been 
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demonstrated to exhibit epitopes that are modified upon a Mos-dependent 

manner in mouse oocytes (Duesbery et al., 1997). two hybrids screen leads to the 

identification of MISS, a MAPK Interacting and Spindle Stabilizing protein. The 

latter accumulated only in MII, where it was localized to the spindle (Lefebvre et 

al., 2002). DOC1R has also been shown to be regulated by phosphorylation 

during meiotic maturation by MAPK pathway. DOC1R is localized to microtubules 

and injection of DOC1R antisense RNA leads to microtubule defects in MII 

oocytes (Terret et al., 2003). Recently, experiments achieved by Gard and 

colleagues (Becker et al., 2003) have provided new insights in the mechanisms of 

spindle assembly and microtubule organization in Xenopus oocytes: while NuMA 

and dynein are required for the organization of TMA (Transient microtubule array) 

and MTOC, XMAP215 and kinesin-related XKCM1 have antagonistic roles in the 

regulation of microtubule assembly and organization. Nevertheless further 

analyses are required to determine how p39Mos and its downstream effectors 

could regulate the molecular mechanisms of spindle morphogenesis.  Because 

we did observe aster-like structure similar to those observed following 

progesterone stimulation in either XMAP215 antibodies or XKCM1 antibodies 

injected oocytes (Becker et al., 2003), one might hypothesize that these 

molecules could be targeted by the p39Mos – Xp42Mpk1 pathway. 

Our works provide in vivo evidences that complete phosphorylation of Raf 

is under control of MEK1 or Xp42Mpk1, independently of p90Rsk. Moreover, Raf 

partially phosphorylated isoform detected in our conditions appeared not to be 

able to phosphorylate MEK1. Here, we have also demonstrated that the p39Mos – 

MEK1 – Xp42Mpk1 – p90Rsk cascade is required for correct establishment of bipolar 

axis of the meiotic spindle in Xenopus oocytes. Thus, p39Mos appeared to promote 

spindle morphogenesis through separate pathways, one being independent of 

p90Rsk activity. 
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Fig. 1. Dose-dependent effects of MEK inhibitor U0126 on progesterone-
induced GVBD. (A) Control oocytes were incubated in ND medium containing 

1/1000 DMSO (open circles). U0126-Inhibited oocytes were incubated in ND medium 

containing 10 (black circle), 25 (open square) or 50µM U0126 (black square). 1 hour 

after U0126 addition,  oocytes were stimulated with progesterone. White spots were 

scored every hour and GVBD was assessed by dissection of oocytes (B) Western 

blot analysis. At the end of treatment (20 hours), 5 oocytes were taken off, 

homogenized and immunoblotted with antibodies against p39Mos, Xp42Mpk1, phospho-

MEK,p90Rsk and Raf.  
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Fig. 2. p39Mos accumulation, MEK1 phosphorylation, Xp42Mpk1  and p90Rsk 
activation, and Raf full phosphorylation are prevented by p39Mos antisense 
oligonucleotides in progesterone–stimulated oocytes. (A) Control oocytes were 

micro-injected with water (H2O/Pg ; open circles) or p39Mos-sense Morpholinos 

oligonucleotides (MS/Pg ; black circles). A batch of oocytes were micro-injected with 

p39Mos-antisense Morpholinos oligonucleotides (MAS/Pg ; open squares). Murine 

Mos (Mu-Mos) has also been injected in MAS-injected oocytes (MAS / Mu-Mos / Pg, 

black squares). The latter injection did accelerate GVBD in p39Mos-MAS-injected 

oocytes while p39Mos-MAS injection alone delayed GVBD. After overnight incubation, 

oocytes were stimulated by progesterone. Appearance of white spot was monitored 

every 30 minutes and GVBD was assessed by dissection of oocytes. (B) Western 

blot analysis was performed either on Morpholinos and Phosphorothioate 

Oligonucleotide-injected oocytes. At the end of treatment (16 hours), 5 oocytes were 

taken off, homogenized and immunoblotted with antibodies against p39Mos, phospho-

MEK, Xp42Mpk1, p90Rsk and Raf. Murine Mos (Mu-Mos) injection restored Raf and 

MEK1 phosphorylation but did only partially restore Xp42Mpk1 and p90Rsk levels of 

phosphorylation. 
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Fig. 3. Effects of p39Mos-antisense oligonucleotides and CA-Rsk injections in 
progesterone–stimulated oocytes. Western blot analysis. Homogenized oocytes 

were immunodetected with antibodies against p39Mos, phospho-MEK, Xp42Mpk1, 

p90Rsk and Raf. Constitutively active Rsk (CA-Rsk) injections did not restore the 

activation of any of the p39Mos – MEK1 – Xp42Mpk1 cascade nor affected Raf level of 

phosphorylation.  
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Fig. 4. Effects of U0126 or p39Mos-antisense oligonucleotides on spindle 
morphogenesis during progesterone-induced maturation. (A-B) Immature non-treated 

oocytes. A : Germinal vesicle (nuclear red/picro-indigocarmine staining). B : Chromosomes 

decondensed at prophase I (Hoechst staining). (C) metaphase II arrested oocyte exhibits 

typical bipolar spindle with chromosomes and the first polar body (nuclear red/picro-

indigocarmine staining). (D) Typical aster-shaped microtubular structure of a U0126-treated 

oocyte. (E) Typical aster-shaped microtubular structure of an antisense-injected oocyte. (F-
H) Typical bipolar spindle with chromosomes of a control oocyte treated with DMSO 1/1000 

and then incubated in progesterone. Polar body remained at vitelline membrane, which was 

separated form the plasma membrane because of oocyte’s sections. F : Hoechst staining. 

G : anti-tubulin staining of the same figure as F. H : merge of F and G. (I-K) Typical aster-

shaped microtubular structure with chromosomes of an oocyte treated with 50 µM U0126 

and then incubated in presence of progesterone. I : Hoechst staining. J : anti-tubulin staining 

of the same figure as I. K : merge of I and J. (L-N) Typical bipolar spindle with chromosomes 

of a control oocyte injected with p39Mos sense oligonucleotides and then incubated in 

progesterone. L : Hoechst staining. M : anti-tubulin staining of the same figure as L. N : 

merge of L and M. (O-Q) Typical aster-shaped microtubular structure with chromosomes of 

an oocyte treated with p39Mos antisense oligonucleotides and then incubated in presence of 

progesterone. O : Hoechst staining. P : anti-tubulin staining of the same figure as O. Q : 

merge of O and P. Bars represent 15 µm except for A where bar represents 250 µm. Ast. : 

aster-shaped microtubular structure, Chr. : chromosomes, PB : polar body, Sp. : bipolar 

spindle, GV : germinal vesicle. (R) Histogram showing percentages of the different structure 

types observed in oocytes treated with DMSO or with 10, 25 or 50 µM U0126 and then 

incubated in presence of progesterone. Percentage of the different structure types in 

constitutively active Rsk or murine Mos-injected oocytes treated with 50 µM U0126 are also 

shown. Error bars represent SEM values. Significativety toward DMSO/progesterone 

treatment is indicated. (S) Histogram showing percentages of the different structure types 

observed in oocytes treated with  water (H2O), p39Mos-sense oligonucleotides (sense) or 

p39Mos-antisense oligonucleotides (antisense) and then incubated in presence of 

progesterone. White bars show percentages of normal bipolar spindles, grey bars show 

percentages of aster-shaped microtubular structures and black bars show percentages of 

oocytes lacking any microtubular structures. Error bars represent SEM values. Significativity 

toward water/progesterone treatment is indicated. 

N.S. : non significative (p>0.05); * : significative (p<0.05); ** : very signify-cative (p<0.01); *** 

: highly sgnificative (p<0.001). 



Treatment Number of 
oocytes 

(number of 
females) 

Metaphase 
spindle 

Aster No structure 

DMSO / pg 56 (3) 52 1 3 

U0126 10 µM / pg 28 (3) 12 7 9 

U0126 25 µM / pg 23 (3) 2 6 15 

U0126 50 µM / pg 54 (7) 9 31 14 

U0126 50 µM / Mu-Mos 
/ pg 

18 (2) 2  10 6 

U0126 50 µM / CA-Rsk / 
pg 

33 (3) 23 5 5 

H2O/pg 34 (3) 25 2 7 

MS /pg 33 (5) 18 5 10 

MAS / pg 36 (4) 2 30 4 

MAS / Mu-Mos / pg 73 (5) 46 16 11 

PSS / pg 53 (5) 46 7 0 

PSAS / pg 40 (5) 3 31 6 

PSAS / Mu-Mos / pg 25 (2) 18 4 3 

PSAS / CA-Rsk / pg 35 (3) 6 10 19 
 
 

Table 1



Table 1. Effects of U0126, p39Mos-MAS and PSAS oligonucleotides on spindle 
morphogenesis following progesterone -induced maturation. This table includes 

bipolar spindle morphogenesis rescue experiments by Mu-Mos, CA-Rsk injection in 

absence of MAP kinase pathway activation (pg : progesterone ; MS : p39Mos- Sense 

Morpholino oligonucleotides ; MAS : p39Mos- Antisense Morpholino oligonucleotides ; 

PSS : p39Mos- Sense Phosphorothioate Oligonucleotides ; PSAS : p39Mos- Antisense 

Phosphorothioate  Oligonucleotides) 
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Fig. 5. Rescue of bipolar spindle morphogenesis in absence of MAP kinase 
pathway activation by Mu-Mos, MEK or Rsk injection. (A) Metaphase spindle as 

observed in oocytes injected with 10 ng sense oligonucleotides and stimulated by 

progesterone after overnight incubation. (B) Aster-shaped microtubular structure as 

observed in oocytes injected with 10 ng antisense oligonucleotides against  p39Mos 

synthesis and stimulated by progesterone after overnight incubation. (C) Bipolar 

spindle with chromosomes as observed in oocytes injected with 10 ng antisense 

oligonucleotides against p39Mos synthesis, incubated overnight and then injected with 

constitutively active murine Mos before progesterone treatment. (D-F) Typical aster-

shaped microtubular structure with chromosomes as observed in oocytes injected 

with p39Mos antisense oligonucleotides, incubated overnight and then injected with 

consitutively active Rsk prior to progesterone treatment. E : Hoechst staining. F : anti-

tubulin staining of the same figure as E. G : merge of E and F. (G-I) Typical bipolar 

spindle with chromosomes as observed in oocytes treated with 50µM U0126, 

incubated one hour and injected with consitutively active Rsk before progesterone 

stimulation. H : Hoechst staining. I : anti-tubulin staining of the same figure as H. J : 

merge of H and I. (J) Histogram showing percentages of the different structure types 

observed in oocytes treated with p39Mos-sense Morpholino oligonucleotides (MS), 

p39Mos-antisense Morpholino oligonucleotides (MAS), p39Mos-sense phosphorotioates 

oligonucleotides (PSS) or  p39Mos-antisense phosphorotioates  oligo-

nucleotides (PSAS) and rescue capacity of murine Mos and constitutively active Rsk 

injection into oocytes treated either with p39Mos-antisense oligonucleotides (MAS or 

PSAS) and then incubated in presence of progesterone. White bars show 

percentages of normal bipolar spindles, grey bars show percentages of aster-shaped 

microtubular structures and black bars show percentages of oocytes lacking any 

microtubular structures. Error bars represent SEM values. Significativity toward 

p39Mos-sense Morpholino oligonucleotides antisense/progesterone treatment is 

indicated. 

N.S. : non significative (p>0.05); * : significative (p<0.05); ** : very signify-

cative (p<0.01); *** : highly sgnificative (p<0.001). 
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Résultat  Publication 2 

Introduction 

La progestérone stimule la maturation en activant une voie de signalisation 

indépendante de p21Ras alors que l’insuline ou l’IGF1 conduisent à la GVBD via des 

mécanismes de signalisation p21Ras-dépendants (Deshpande et Kung, 1987; Korn et 

coll., 1987). Dans ces conditions, Xp42Mpk1 est phosphorylée et activée. L’activation 

de Xp42Mpk1 et la GVBD sont inhibées par injection d’oligonucléotides 

phosphodiesters antisens bloquant la synthèse de p39Mos (Sagata et coll., 1988; 

Barrett et coll., 1990). Au contraire, dans des ovocytes traités par la progestérone, la 

prévention de la synthèse et de l’accumulation de p39Mos par injection 

d’oligonucléotides Morpholino antisens bloque l’activation de Xp42Mpk1 mais la GVBD 

n’est que retardée (Dupre et coll., 2002a).  

La MAPKK kinase Raf est également activée lors de la reprise méiotique stimulée 

par la progestérone ou par l’insuline. Certains travaux démontrent que son activité 

est requise pour activer Xp42Mpk1 et permettre la GVBD (Fabian et coll., 1993b; 

Muslin et coll., 1993b), tandis que d’autres travaux montrent in vitro que Raf est 

située en aval de p39Mos et de Xp42Mpk1 (Shibuya et coll., 1996). Dans les cellules 

somatiques, l’activation Ras-dépendante de la voie ERK dépend de la 

phosphorylation de Mek1 et 2 par Raf (Morrison et Cutler, 1997; Schaeffer et Weber, 

1999). Dans les ovocytes, p39Mos est responsable de la phosphorylation de Mek1 

lors d’une stimulation par la progestérone alors qu’il est admis que Raf activerait 

Mek1 lors d’une stimulation par l’insuline (Shibuya et coll., 1996; Chesnel et coll., 

1997). 

Nos résultats nous ont amené à émettre l’hypothèse d’une implication de p39Mos 

dans la morphogenèse du fuseau méiotique, indépendamment de la voie Mek1-

Xp42Mpk1-p90Rsk. Pour vérifier cette hypothèse, la synthèse de p39Mos a été inhibée 

par injection d’oligonucléotides phosphorothioates antisens de p39Mos (p39Mos-PSAS) 

dans des ovocytes stimulés par l’insuline. Le résultat attendu était l’activation de la 

voie Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk via Raf indépendamment de la synthèse de p39Mos. La 
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Résultat  Publication 2 

spécificité de l’inhibition a été vérifiée par injection de protéine Mos murine (Mu-Mos). 

Cette étude a été complétée par l’utilisation d’U0126. 

Résultats et discussion 

Dans un premier temps, l’efficacité des oligonucléotides phosphorothioates antisens 

de p39Mos (p39Mos-PSAS) a été testée en observant leurs effets sur la maturation 

induite par la progestérone. 10 ng de p39Mos-PSAS ou d’oligonucléotides 

phosphorothioates sens (p39Mos-PSS) sont injectés dans les ovocytes une nuit avant 

la stimulation hormonale. Les p39Mos-PSAS ne bloquent jamais la GVBD mais la 

retardent (Publication 1 ; Publication 2, Fig. 1A). La synthèse de p39Mos, l’activation 

de Xp42Mpk1 et la phosphorylation de p90Rsk sont totalement inhibées. Raf est 

détectée sous forme partiellement phosphorylée (Publication 2, Fig. 1B). L’injection 

de protéine Mos murine (Mu-Mos) restaure les profils électrophorétiques identiques 

aux contrôles sans entraîner de synthèse de p39Mos endogène (Publication 2, Fig. 

1B).  

En insuline, l’injection de p39Mos-PSAS ne bloque pas mais retarde la reprise 

méiotique (Publication 2, Fig. 2A). L’accumulation de p39Mos et la phosphorylation de 

Mek1 sont inhibées (Fig. 30 ; Publication 2, Fig. 2A), aucune activation de Xp42Mpk1, 

même transitoire, n’est observée (Publication 2, Fig. 2B et Fig.3). Dans les ovocytes 

traités par les p39Mos-PSAS, Raf est partiellement phosphorylée. Des profils 

électrophorétiques comparables à ceux des ovocytes témoins matures sont 

restaurés par l’injection de Mu-Mos. U0126 a les mêmes effets que les p39Mos-PSAS 

sur la GVBD et la migration électrophorétique de Raf induites par l’insuline sans pour 

autant bloquer la synthèse et l’accumulation de p39Mos (Publication 2, Fig. 4).  

Nos résultats démontrent que la synthèse de p39Mos est nécessaire à l’activation de 

Xp42Mpk1 lors d’une stimulation par l’insuline. Contrairement aux résultats obtenus au 

moyen d’oligonucléotides phosphodiester antisens de p39Mos (p39Mos-POAS ; 

(Sagata et coll., 1988; Barrett et coll., 1990)), nous montrons que l’activation de la 

voie p39Mos-Xp42Mpk1 n’est pas nécessaire à la GVBD. Comme il a été suggéré pour 
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Tableau 5 : Effets des oligonucléotides phosphorothioates antisens de p39Mos

sur la reprise méiotique déclenchée par l’insuline

Traitement Nombre d’ovocytes 
(nombre de femelles) 

Fuseau bipolaire Aster Pas de 
structure 

microtubulaire 
PSS / pg 53 (5) 46 (86.0%±3.6) 7 (14.0%±3.6) 0 

PSAS / pg 40 (5) 3 (10.0%±10.0) 31 (76.0%±10.8) 6 (14.0%±9.3) 

PSS / Ins 32 (3) 21 (66.7%±15.7) 6 (17.9%±13.9) 5 (15.3%±2.1) 

PSAS / Ins 28 (3) 1 (4.8%±4.8) 25 (90%±4.9) 2 (5.1%±5.1) 
 
 



Résultat  Publication 2 

la progestérone (Dupre et coll., 2002a), les effets des p39Mos-POAS ne seraient pas 

spécifiques. De plus, nos résultats in vivo montrent définitivement que la 

phosphorylation complète de Raf est sous le contrôle de la voie Mek1-Xp42Mpk1 lors 

d’une stimulation par l’insuline. 

Parallèlement à cette analyse biochimique, nous avons entrepris une analyse 

cytologique des ovocytes injectés de p39Mos-PSAS et stimulés par l’insuline. Les 

coupes histologiques des ovocytes ne montrent que très rarement un fuseau 

bipolaire (4,8% ± 4,8). Dans la majorité des cas, des structures microtubulaires de 

type aster sont observées (Résultats non publiés, Tableau 5). Ces résultats montrent 

une différence fortement significative (p<0.001) par rapport aux témoins injectés de 

PSS mais ne différent pas significativement de ceux obtenus lorsque les ovocytes 

sont injectés de p39Mos-PSAS et stimulés par la progestérone (p=0,45). La voie 

p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 est impliquée dans la morphogenèse du fuseau méiotique, 

que les stimuli activent des voies Ras-dépendantes ou indépendantes. 
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From the Laboratoire de Biologie du Développement UPRES-EA1033, Bâtiment SN3, IFR118,
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Fully grown G2-arrested Xenopus oocytes resume meio-
sis in vitro upon exposure to hormonal stimulation. Pro-
gesterone triggers oocyte meiosis resumption through a
Ras-independent pathway that involves a p39Mos-depend-
ent activation of the mitogen-activated protein (MAP) ki-
nases. Insulin also triggers meiosis resumption through a
tyrosine kinase receptor that activates a Ras-dependent
pathway leading to the MAP kinases activation. Antisense
phosphorothioate oligonucleotides were used to prevent
p39Mos accumulation and Erk-like Xp42Mpk1 activation
during insulin-induced Xenopus oocytes maturation. In
contrast to previous works, prevention of p39Mos-induced
activation of Xp42Mpk1 in insulin-treated oocytes did not
inhibit but delayed meiotic resumption, like in progester-
one-stimulated oocytes. Activations of Xp42Mpk1, the
unique Erk of the oocyte, and of its downstream target
p90Rsk, were impaired and phosphorylation of the
MAPKK kinase Raf was partially inhibited. Similarly, oo-
cytes treated with the MEK inhibitor U0126, stimulated
by insulin exhibited delayed germinal vesicle breakdown,
absence of Xp42Mpk1 activation, and partial phosphoryla-
tion of Raf. To summarize, whereas p39Mos-induced acti-
vation of MEK/MAPK pathway is dispensable for insulin-
induced germinal vesicle breakdown, Xp42Mpk1 activation
induced by insulin is dependent upon p39Mos synthesis.
Raf complete phosphorylation appears to require the
MEK/MAPK pathway activation both in progesterone and
insulin-stimulated oocytes.

Immature Xenopus oocytes are physiologically arrested at
the G2 stage of the first meiotic division. Meiosis resumes after
stimulation by the steroid hormone progesterone and is
marked by dissolution or breakdown of the germinal vesicle
(GVBD),1 resulting in the formation of a white spot at the
animal pole. At the biochemical level, GVBD is initiated

through the activation of maturation-M phase promoting factor
(MPF), a protein complex made up of p34Cdc2 kinase and cyclin
B (1). Progesterone induces mRNA polyadenylation (2, 3) and
synthesis of the Ser/Thr kinase p39Mos. Consequently, the mi-
togen-activated protein kinase (MAPK) pathway, including the
MAPK/Erk kinases MEK 1 and 2 and the Erk Xp42Mpk1, is
activated. Xp42Mpk1 phosphorylates and activates ribosomal S6
kinase (p90Rsk) that in turn inactivates Myt1, a negative reg-
ulator of MPF (4).

p39Mos and its downstream targets induce meiotic resump-
tion in the absence of progesterone when microinjected into
prophase-arrested Xenopus oocytes (5–8). There are conflicting
reports regarding the necessity of p39Mos in progesterone-in-
duced GVBD. Whereas injection of phosphodiester antisense
oligonucleotides against p39Mos mRNA has been shown to not
only inhibit p39Mos accumulation but also progesterone-in-
duced GVBD (9, 10), inhibition of p39Mos synthesis by morpho-
lino antisense oligonucleotides has been shown recently to im-
pair neither resumption of meiosis nor activation of MPF into
progesterone-stimulated Xenopus oocytes (11). Moreover, other
reports show that MEK 1/2 activity is not required for MPF
activation induced by progesterone (12, 13).

Insulin and insulin growth factor can also trigger meiotic
resumption (14, 15), through a tyrosine kinase receptor (16),
inducing the activation of the MEK/MAPK pathway via the
GTP-binding protein Ras (17, 18). Xp42Mpk1 activation induced
by Ras can be impaired by dominant-negative forms of Raf in
Xenopus oocytes and in oocytes extracts (19, 20), leading to the
conclusion that activation of MEK in these cases occurs
through Raf activity, like in somatic cells (21). However, p39Mos

synthesis and accumulation has also been reported after fibro-
blast growth factor 1 stimulation in Xenopus oocytes express-
ing fibroblast growth factor receptors (22) and in oocytes
treated with insulin (23).

Ras activation is also known to stimulate Raf-independent
pathways (for a review in somatic cells, see Ref. 24). In
Xenopus oocytes, the phosphoinositide 3-kinase pathway (25–
27), which leads to activation of protein kinase B/Akt, has
been well described because recent data demonstrate a cru-
cial role for protein kinase B/Akt in the insulin- but not
progesterone-stimulated resumption of meiosis (28, 29).

Injections in Xenopus oocytes of V12 H-Ras (30) and Raf (31)
can trigger meiotic resumption without progesterone stimula-
tion, independently of p39Mos. Moreover, dominant-negative
forms of Raf can prevent Mos injection-induced GVBD (31).
Nevertheless, other results showed that dominant-negative
forms of Raf do not block Mos-induced MAPK activation in
oocyte extracts (32). In fact, Raf activation subsequently to Mos
injection would be under the control of the MAPK pathway
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itself (32). Despite all of these results, the hypothesis that
p39Mos might be dispensable to GVBD and MAP kinase acti-
vation induced by insulin has not yet been tested in Xenopus
oocytes.

Therefore, we assessed the role of p39Mos and activation of the
Erk-Rsk pathway in maturation induced by insulin stimulation
of immature Xenopus oocytes using phosphorothioate antisense
oligodeoxynucleotides (PS-AS) to prevent p39Mos synthesis and
accumulation. Here, we show that activation of Xp42Mpk1 in-
duced by p39Mos is not essential for MPF activation and GVBD
induced by insulin. These observations also highlight that the
active MEK1/2-Xp42Mpk1 pathway is necessary for full activation
of Raf, independently of p39Mos accumulation.

MATERIALS AND METHODS

Handling of Oocytes—Adult Xenopus females were purchased from
the University of Rennes I, France. After anesthesia with 1 g/liter
MS222 (tricaine methanesulfonate, Sandoz), ovarian lobes were surgi-
cally removed and placed in ND96 medium (96 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8
mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES, pH 7.5 (NaOH)). Full-grown
stage VI oocytes (33) were isolated and follicles were removed by colla-
genase treatment for 30 min (1 mg/ml collagenase A, Roche Applied
Science), followed by manual microdissection. Oocytes were stored at
14 °C in ND96 medium until experiments.

Experimental Conditions—Phosphorothioate deoxyoligonucleotides
were purchased by Eurogentec. The sequence of the antisense against
p39Mos mRNA (PS-AS) was AAGGCATTGCTGTGTGACTCGCTGA-
AAC. As a control we used the inverted sequence GTTTCAGCGAGTC-

FIG. 1. p39Mos inhibition by antisense phosphorothioate oligonucleotides during progesterone-induced maturation. A, time course
occurrence of GVBD. Control oocytes were microinjected with water (H2O/Pg; open circles) or sense phosphorothioate oligodeoxynucleotides
(PS-S/Pg; black circles). A batch of oocytes were microinjected with antisense phosphorothioate oligodeoxynucleotides (PS-AS/Pg; black squares).
After overnight incubation, oocytes were stimulated by progesterone. Appearance of the white spot was monitored every 30 min. B, Western blot
analysis. At the end of the maturation, 3 oocytes were taken off, homogenized, and immunoblotted with antibodies against p39Mos, Xp42Mpk1,
p90Rsk, Raf, and cyclin B2. Arrows show phosphorylation states. In immature oocytes (prophase), p39Mos was not detected, p42Mpk1, p90Rsk, and
Raf were found under their non-phosphorylated isoforms (down arrows) and cyclin B2 was found as a doublet of two isoforms. In control mature
oocytes injected with water (H2O/Pg), p39Mos was synthesized and Xp42Mpk1, p90Rsk, Raf, and cyclin B2 were found under their completely
phosphorylated isoforms (up arrows). PS-S injection (PS-S/Pg) had no effects compared with water-injected oocytes (H2O/Pg). PS-AS injection abolished
p39Mos synthesis, resulting in total inhibition of Xp42Mpk1 and p90Rsk phosphorylations and partial inhibition of Raf phosphorylation. It did not prevent
cyclin B2 phosphorylation but we observed lower amounts of cyclin B2. Ability of a purified mu-Mos to overcome the effects of inhibition of p39Mos

synthesis was tested by injecting mu-Mos in PS-AS-treated oocytes just before hormonal stimulation (PS-AS/mu-Mos/Pg). Injection of mu-Mos restored
normal phosphorylation of Raf, Xp42Mpk1, and p90Rsk and normal amounts of cyclin B2 compared with control mature oocytes.
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ACACAGCAATGCCTT designed as sense oligonucleotides (PS-S) or 20
nl of RNase-free water. 10 ng (20 nl) were microinjected into each oocyte
by the use of a positive displacement digital micropipette (Nichiryo).
Oocytes were then incubated in OR2 medium (82 mM NaCl, 2.5 mM KCl,
1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1 mM Na2HPO4, 5 mM HEPES, pH 7.5)
overnight at 20 °C before insulin (1 �M) or progesterone (4 �g/ml;
Sigma) treatment.

Purified murine Mos protein (mu-Mos) was kindly provided by Dr.
Vande Woude and Dr. Ahn. 37.5 ng (50 nl) were injected into PS-AS-
injected oocytes just before hormonal treatment. Control oocytes were
injected with 50 nl of water.

U0126 (Promega) was made soluble in Me2SO to obtain a stock
solution at 50 mM and was used at a final concentration of 50 �M.

Treatment began 1 h before insulin or progesterone addition. Control
oocytes were treated with Me2SO, 1/1000.

Batches were constituted from 30 to 60 oocytes that were observed
every half-hour and scored for the appearance of white spot. GVBD50

(time at which 50% of the oocytes showed a white spot) were estimated.
The value in hours of GVBD50 can be variable from one female to
another. Each experiment was performed on at least 3 females. 3
oocytes were taken off at each time point for kinetic biochemical anal-
ysis or at the end of the maturation, respecting the ratio of the white
spot, and conserved at �20 °C until homogenization (see below).

Electrophoresis and Western Blotting—Oocytes were taken off and
homogenized in homogenization buffer (34) and then centrifuged for 5
min at 10,000 � g (4 °C) to eliminate yolk platelets. Proteins were then

FIG. 2. p39Mos inhibition by antisense phosphorothioate oligonucleotides during insulin-induced maturation. A, time course
occurrence of GVBD. Control oocytes were microinjected with water (H2O/Ins; open circles) or sense phosphorothioate oligodeoxynucleotides
(PS-S/Ins; black circles). A batch of oocytes were microinjected with antisense phosphorothioate oligodeoxynucleotides (PS-AS/Ins; black squares).
After overnight incubation, oocytes were stimulated with insulin. Appearance of the white spot was monitored every 30 min. B, Western blot
analysis. At the end of the maturation, 3 oocytes were taken off, homogenized, and immunoblotted with antibodies against p39Mos, Xp42Mpk1,
p90Rsk, Raf, and cyclin B2. Arrows show phosphorylation states. In immature oocytes (prophase), p39Mos was not detected, p42Mpk1, p90Rsk, and
Raf were found under their non-phosphorylated isoforms (down arrows) and cyclin B2 was found as a doublet of two isoforms. In control mature
oocytes injected with water (H2O/Ins), p39Mos was synthesized and Xp42Mpk1, p90Rsk, Raf, and cyclin B2 were found under their completely
phosphorylated isoforms (up arrows). PS-S injection (PS-S/Ins) had no effect compared with water-injected oocytes (H2O/Ins). PS-AS injection
abolished p39Mos synthesis, resulting in total inhibition of Xp42Mpk1 and p90Rsk phosphorylations and partial inhibition of Raf phosphorylation. It did
not prevent cyclin B2 phosphorylation but we observed lower amounts of cyclin B2. Ability of a purified mu-Mos to overcome the effects of inhibition
of p39Mos synthesis was tested by injecting mu-Mos in PS-AS-treated oocytes just before hormonal stimulation (PS-AS/mu-Mos/Ins). Injection of
mu-Mos restored normal phosphorylation of Raf, Xp42Mpk1, and p90Rsk and normal amounts of cyclin B2 compared with control mature oocytes.
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separated by 10% mini-SDS-PAGE for p39Mos immunodetection, by
12.5% mini-SDS-PAGE for Raf and cyclin B2 immunodetection, or by
17.5% modified mini-SDS-PAGE (23) for Xp42Mpk1 and p90Rsk immu-
nodetection. Such gels allowed good discrimination between active and
inactive proteins (35). Primary antibodies were diluted at 1/1000 in
Tris-buffered saline. Xp42Mpk1 was detected using the monoclonal an-
tibody D-2 (Santa Cruz Biotechnology). Cyclin B2 detection was per-
formed using the rabbit polyclonal antibody JG103 (a gift of Dr. J.
Gannon, ICRF, South Mimms, United Kingdom). p39Mos was detected
using the polyclonal antibody C238 (Santa Cruz Biotechnology) and
p90Rsk detection was performed using the polyclonal antibody C21
(Santa Cruz Biotechnology). Raf was detected using the polyclonal
antibody C20 (Santa Cruz Biotechnology). Signals were revealed using
the ECL chemiluminescence system (Amersham Biosciences).

RESULTS

p39Mos Inhibition by Antisense Phosphorothioate Oligonu-
cleotides during Progesterone-induced Maturation—We have
first investigated the effects of PS-AS oligodeoxynucleotides
against p39Mos mRNA on progesterone-induced GVBD. Com-
pared with classical phosphodiester oligodeoxynucleotides
(PO), phosphorothioate oligodeoxynucleotides (PS) have a sul-
fur atom instead of an oxygen in the phosphate group, resulting
in better nuclease resistance. This extends in vivo longevity of
PS and allows better specificity. 10 ng of PS-AS were injected in
each oocyte. Control oocytes were injected either with water or
10 ng of PS-S. Oocytes were then incubated overnight at 20 °C
in OR2 medium before stimulation by progesterone. In our
hands, inhibition of p39Mos synthesis by PS-AS injection did
not block GVBD but strongly delayed it (Fig. 1A). To verify if
MPF was activated despite of inhibition of p39Mos synthesis,
cyclin B2 phosphorylation was assessed, because the latter is
relevant for MPF activity (36, 37). In prophase-arrested oo-
cytes, cyclin B2 is detected as a doublet of two isoforms, corre-
sponding to the non-phosphorylated form of the protein
whereas, upon hormonal stimulation, cyclin B2 is only detected
under its sole phosphorylated form. Inhibition of translation of
p39Mos did not affect phosphorylation of cyclin B2. However,

detected amounts of cyclin B2 were drastically lower in anti-
sense-injected oocytes than in control injected either with wa-
ter or with sense oligonucleotides (Fig. 1B).

We verified on Western blot the activation of the MAP kinase
pathway by detecting p39Mos synthesis, the phosphorylation of
Xp42Mpk1, and the hyperphosphorylation of p90Rsk. Phospho-
rylation of Xp42Mpk1 is a marker for its activation, which is
confirmed by the hyperphosphorylation of p90Rsk. In PS-AS-
injected oocytes, p39Mos was minimally detectable and
Xp42Mpk1 and p90Rsk remained unactivated as demonstrated
by the absence of an electrophoretic shift, whereas water or
sense injection had no or little effect (Fig. 1B). In parallel,
shifting up of Raf was also partially inhibited following PS-AS
treatment (Fig. 1B). Indeed, on Western blot, Raf was detected
in immature oocytes under its non-phosphorylated form. In
mature oocytes injected with water or with PS-S, Raf was
detected under a shifted up phosphorylated form. But in PS-
AS-treated oocytes, progesterone stimulation resulted in detec-
tion of Raf as an intermediary shift between non-phosphory-
lated and completely phosphorylated forms (Fig. 1B). To
control for eventual nonspecific effects of PS-AS, purified mu-
Mos protein was injected before progesterone stimulation into
PS-AS-injected oocytes. We observed that mu-Mos was able to
revert all the effects of PS-AS on progesterone treatment (Fig.
1B). Although PS-AS injection appeared to strongly prevent
p39Mos accumulation, a small amount of Mos may still accu-
mulate in PS-AS-injected oocytes either stimulated by insulin
or progesterone (Figs. 1 and 2). However, it failed to activate
Xp42Mpk1 and p90Rsk because we were unable to detect acti-
vated isoforms of Xp42Mpk1 and p90Rsk.

Our results show that phosphorylation of Xp42Mpk1 and of its
downstream target p90Rsk induced by progesterone are de-
pendent upon p39Mos synthesis. Moreover, progesterone-in-
duced GVBD occurs even when activation of these pathways
are almost completely suppressed.

FIG. 3. Insulin never activates the
MAP kinase pathway in the absence
of p39Mos synthesis. Oocytes were mi-
croinjected with PS-S or PS-AS, incu-
bated overnight in OR2 medium and
then, stimulated by insulin. Each hour, 3
oocytes were taken off, homogenized, and
immunoblotted with antibodies against
p39Mos, Xp42Mpk1, and p90Rsk, as de-
scribed under “Materials and Methods.”
Time at which GVBD50 had occurred is
illustrated. A, 4 h after hormonal stimu-
lation, phosphorylated forms of both
Xp42Mpk1 and p90Rsk appeared. Only
phosphorylated forms are observed
around GVBD50 time. B, 4 h after
GVBD50, no phosphorylated forms of both
Xp42Mpk1 and p90Rsk could be detected.
The last well (H2O/Ins) shows control oo-
cytes injected with water, incubated over-
night, and then stimulated by insulin. Oo-
cytes were taken off 13 h after
stimulation.
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p39Mos Inhibition by Antisense Phosphorothioate Oligonu-
cleotides during Insulin-induced Maturation—To test the ef-
fects of the inhibition of p39Mos accumulation on GVBD and Raf
phosphorylation induced by insulin, oocytes were injected with
10 ng of PS-AS and incubated overnight before stimulation by
insulin. Minimal accumulation of p39Mos but no activation of
Xp42Mpk1 nor p90Rsk, even transitory, was observed (Figs. 2B
and 3). Injection of PS-S had little or no effect on the rate or
extent of GVBD in comparison to control oocytes injected with
deionized water. In contrast, injection of PS-AS significantly
delayed GVBD (Fig. 2A). GVBD50 of PS-S-injected oocytes was

1.12 � 0.02-fold of GVBD50 of control oocytes, whereas GVBD50

of PS-AS-injected oocytes happened almost two times later
than in control water-injected oocytes (1.92 � 0.09 GVBD50).

Inhibition of p39Mos synthesis by PS-AS did not prevent
phosphorylation of cyclin B2 (Fig. 2B) but delayed it (not
shown). Nevertheless, amounts of cyclin B2 detected in ma-
tured oocytes injected with PS-AS were dramatically lower
than in control and immature oocytes (Fig. 2B).

To control for eventual nonspecific effects of PS-AS, we in-
jected purified mu-Mos protein just before insulin stimulation
into oocytes that had been treated with PS-AS. We observed

FIG. 4. Effects of MEK inhibitor U0126 on insulin-induced maturation. Control oocytes were incubated in OR2 medium containing 1/1000
Me2SO (DMSO/Ins; open circles). U0126-inhibited oocytes were incubated in OR2 medium containing 50 �M U0126 (U0126/Ins; black circles). 1 h
after beginning the incubation, insulin was added to the medium. A, time course occurrence of GVBD. Appearance of the white spot was monitored
every hour. B, Western blot analysis. At the end of maturation, 3 oocytes were taken off, homogenized, and immunoblotted with antibodies against
p39Mos, Xp42Mpk1, p90Rsk, Raf, and cyclin B2. Arrows show phosphorylation states. In immature oocytes (prophase), p39Mos was not detected,
Xp42Mpk1, p90Rsk, and Raf were found under their non-phosphorylated isoforms (down arrows) and cyclin B2 was found as a doublet of two isoforms.
In control mature oocytes incubated in Me2SO (DMSO/Ins), p39Mos was synthesized and Xp42Mpk1, p90Rsk, Raf, and cyclin B2 were found under
their completely phosphorylated isoforms (up arrows). U0126 treatment resulted in total inhibition of Xp42Mpk1 and p90Rsk phosphorylations and
partial inhibition of Raf phosphorylation. It did not prevent cyclin B2 phosphorylation but we observed lower amounts of cyclin B2. At last, U0126
did not prevent synthesis of p39Mos.
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that mu-Mos was able to revert the effects of PS-AS on insulin
treatment. GVBD delay was abolished (data not shown), elec-
trophoretic shifts of Xp42Mpk1 and p90Rsk were observed dem-
onstrating their phosphorylation and normal amounts of cyclin
B2 were detected as in control oocytes (Fig. 2B).

Surprisingly, phosphorylation of Raf was partially inhibited
by p39Mos synthesis inhibition in insulin-stimulated oocytes
injected with PS-AS (Fig. 2B). Complete phosphorylation was
restored by injection of purified mu-Mos protein that also re-
stored Xp42Mpk1 and p90Rsk activation (Figs. 1B and 2B).

To determine whether complete phosphorylation of Raf is
dependent upon MAP kinase activity, oocytes were treated
with MEK inhibitor U0126 and stimulated by insulin. Whereas
U0126 prevented insulin-induced activation of both Xp42Mpk1

and p90Rsk (Fig. 4B), it did not prevent insulin-induced GVBD.
Rather, GVBD was delayed (1.82 GVBD50 of control oocytes;
Fig. 4A). In accordance with the previous results, U0126 also
reduced cyclin B2 amounts but did not prevent cyclin B2 phos-
phorylation (Fig. 4B).

Partial inhibition of Raf phosphorylation in PS-AS-injected
oocytes appeared to result from the absence of Xp42Mpk1 activ-
ity rather than the consequence of p39Mos absence itself. In-
deed, when U0126-treated oocytes were stimulated with insu-
lin, it triggered p39Mos synthesis even if Xp42Mpk1 activation
was prevented. In such conditions, Raf phosphorylation was
partial, even in the presence of p39Mos, suggesting that com-
plete phosphorylation of Raf is dependent upon Xp42Mpk1 ac-
tivity or its downstream effectors (Fig. 4B).

These results suggest first that p39Mos is required for insu-
lin-induced activation of MAPK and that insulin can induce
GVBD independently of MEK/MAPK activation. Second, activ-
ity of the MAP kinases pathway, following p39Mos activation, is
required for complete phosphorylation of the MAPKK kinase
Raf.

DISCUSSION

Two contradictory approaches have been used before ours to
prevent p39Mos synthesis and accumulation during progester-
one-induced maturation of Xenopus oocytes: first, PO-AS
against p39Mos mRNA were used, which completely inhibited
GVBD (9, 10). Second, morpholino strategy revealed that the
p39Mos-Xp42Mpk1 pathway was not required for progesterone-
induced GVBD and that PO-AS inhibition of maturation re-
sulted from a nonspecific effect (11). In our hands, injection of
PS-AS against p39Mos mRNA, followed by progesterone stimu-
lation, greatly diminished p39Mos accumulation and Xp42Mpk1

activation as shown by the absence of phosphorylation of both
Xp42Mpk1 and p90Rsk. However, PS-AS were unable to block
GVBD, according to results obtained with morpholinos (Ref. 11
and data not shown) and suggesting that, like morpholino

oligonucleotides, PS-AS do not have nonspecific effects. We
cannot exclude the possibility that the minimal amount of
p39Mos may influence GVBD as has been shown to occur pre-
viously (38).

Results obtained with PO-AS strategy that were used to
prevent p39Mos accumulation in insulin-stimulated oocytes
have to be reconsidered. Injection of such PO-AS resulted in
complete inhibition of GVBD (9, 10). We assessed the effects of
the more specific PS-AS on insulin-induced maturation. In
contrast to PO-AS (9, 10), PS-AS injection did not block insulin-
induced GVBD. However, insulin failed to activate Xp42Mpk1

independently of p39Mos. This observation was surprising be-
cause p39Mos and Raf have been shown in cell-free extracts to
independently act to stimulate the Xp42Mpk1 pathway (32).
Moreover, dominant-negative forms of Raf inhibit Xp42Mpk1

activation induced by oncogenic Ras protein both in Xenopus
oocytes and in oocyte extracts (19, 32, 39, 40). All these obser-
vations led to the conclusion that, during Ras-induced meiotic
resumption, Xp42Mpk1 is under control of Raf. In opposite,
following progesterone stimulation, which is independent of
Ras, Xp42Mpk1 is under the control of p39Mos (11). In contrast to
these views, our results indicate that p39Mos is required for
Xp42Mpk1 activation following stimulation of the tyrosine ki-
nase receptor by insulin (Fig. 5). Results obtained by inhibition
of Raf with dominant-negative forms might be explained by the
fact that dominant-negative forms were truncated from their
catalytic domains but still contained the Ras-binding domain.
Also, these dominant-negative forms may have an inhibitory
effect directly on Ras (32).

Most strikingly, Xp42Mpk1 activation by p39Mos but not
p39Mos itself appeared to be necessary for complete phospho-
rylation of Raf because PS-AS partially prevented Raf phos-
phorylation. Total phosphorylation of Raf was rescued by in-
jection of exogenous mu-Mos protein. Raf has been shown to be
activated in response to Ras activity after growth factor stim-
ulation in somatic cells (for a review, see Ref. 21) and it has
been proposed that the human oncogenic pathway involved
Raf/MEK1/Xp42Mpk1 cascade (10, 19, 41, 42). Insulin-induced
activation of Ras might account for partial phosphorylation of
Raf observed in PS-AS-injected oocytes. However, interaction
between Ras and Raf have been demonstrated to be insufficient
to stimulate Raf activity in vitro (43, 44). Our results in Xeno-
pus oocytes suggest that Raf activation is a multistep process
involving activation of Xp42Mpk1 activity (Fig. 5).

In PS-AS-treated oocytes, MPF activation as assessed by
cyclin B2 phosphorylation, and GVBD were both delayed but
not prevented in contrast to results obtained with PO-AS (9,
10). As well, U0126 treatment resulted in such a delay in
GVBD and did not prevent MPF activation. p90Rsk and its

FIG. 5. Model for the MAP kinase
pathways activation during insulin
and progesterone-induced matura-
tion of Xenopus laevis oocytes (modi-
fied after Shibuya, Ref. 32). Both insu-
lin and progesterone pathways require
p39Mos synthesis to promote phosphoryl-
ation of Xp42Mpk1 and p90Rsk. In both
cases, partial Raf phosphorylation can oc-
cur independently of this MAP kinase
pathway but achievement of Raf phospho-
rylation requires activity of the p39Mos/
Xp42Mpk1 pathway.
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upstream activator Xp42Mpk1 have been suggested to indirectly
activate pre-MPF by inhibiting Myt1 activity (4), and their
activities, if not necessary for GVBD, are required for timely
maturation to occur. In addition, Xp42Mpk1 and p90Rsk have
been demonstrated to be responsible for suppression of repli-
cation between meiosis I and II and in cyclin B2 stabilization at
metaphase II (11, 45). Thus, absence of activity of these pro-
teins could explain the decrease of the cyclin B2 level in the
cells.

As observed in U0126-treated oocytes, p39Mos synthesis in-
duced by insulin is mainly controlled, if not totally, by a
Xp42Mpk1-independent mechanism. In contrast to reported in-
volvement of MAPK in a feedback loop that controls p39Mos

synthesis (46), our results strengthen the observations that
MPF-dependent mechanisms might positively regulate p39Mos

synthesis (47, 48). Indeed, p39Mos accumulation can be ob-
served in U0126-treated oocytes stimulated to resume meiosis
either with progesterone (13) or by egg cytoplasm injection.2

MPF could exert its positive control on p39Mos accumulation by
phosphorylating and stabilizing the p39Mos oncoprotein (49) or
by phosphorylating directly or indirectly the cytoplasmic poly-
adenylation element-binding protein whose activation is nec-
essary for p39Mos mRNA polyadenylation. Indeed, p39Mos

mRNA polyadenylation has been shown to be a crucial step in
p39Mos synthesis (3). Then, insulin is able to induce p39Mos

accumulation in U0126-treated oocytes through activation of
MPF independently of Xp42Mpk1.

Alternate pathways that can be induced by Ras independ-
ently of Raf (50) might explain MPF activation observed in the
absence of Xp42Mpk1 activity. The best candidate is the phos-
phoinositide 3-kinase/Akt pathway (27–29, 51). Akt has been
shown to be acting through phosphorylation of Myt1 (52).

Nevertheless, involvement of MAPK family members in in-
sulin-induced G2/M transition other than Xp42Mpk1 should not
be discarded because p38MAPK have been involved in prolifer-
ation in many cell types (53) and because c-Jun kinase is
activated during oocytes maturation (54). Then, both might be
able to indirectly activate pre-MPF stored in prophase-arrested
oocytes by the above mentioned mechanisms.

To conclude, our results showed that Xenopus oocyte pro-
vides us the first known model of the tyrosine kinase receptor
signaling pathway implying the proto-oncogene p39Mos in the
MAP kinases pathway activation. It gives us unique opportu-
nities for analyzing linear pathways and interdependences of
complex signal transduction of Ras-dependent and independ-
ent pathways.
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Tableau 3 : Effets de différents inhibiteurs des voies MAP kinase sur la reprise
méiotique des ovocytes de xénope

αcorps : anticorps ; DN : Dominant négatif ; LF : Facteur létal de la toxine de l’anthrax ;
MAS Mos : oligonucléotides antisens Morpholino contre la synthèse de p39Mos ; N.D. :
Non déterminé ; POAS Mos : oligonucléotides antisens phosphodiester contre la
synthèse de p39Mos

Inhibiteur Effet Effet sur la GVBD  Références 
  Progestérone Insuline  

αcorps anti-Ras Inactive Ras Aucun Inhibition Deshpande et Kung, 1987 
Korn et coll., 1987 

DN Raf Inactive Ras et Raf Inhibition N.D. Muslin et coll., 1993 

  Retard N.D. Fabian et coll., 1993 

p39Mos-POAS Inhibe l’accumulation p39Mos Inhibition Inhibition Sagata et coll., 1988 
Barrett et coll., 1990 

p39Mos-MAS Inhibe l’accumulation p39Mos Retard N.D. Dupré et coll., 2002 

Geldanamycine Inhibe p39Mos Retard Inhibition Fisher et coll., 1999 

LF Clive et inactive l’ensemble des Mek Inhibition N.D. Duesbery et coll., 1998 
Bodart et coll., 2002a 
Chopra et coll., 2003 

PD98059 Inhibe Mek 1 et 2 Inhibition N.D. Cross et Smythe, 1998 

U0126 Inhibe Mek 1 et 2 Retard N.D. Gross et coll., 2000 

αcorps anti-Erk Inactive les MAP kinases Inhibition N.D. Gotoh et Nishida, 1995 

ARNm MKP1 Inactive Xp42Mpk1 Inhibition N.D. Gotoh et coll., 1995 
Howard et coll., 1999 

ARNm MKP3 Déphosphoryle Xp42Mpk1 Retard N.D. Fisher et coll., 1999 
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Rôle des voies MAP kinases dans la reprise méiotique des 

ovocytes de xénope 

Le rôle des voies MAP kinases est actuellement très controversé. Certaines 

expériences montrent que l’inhibition de la voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 bloque 

totalement l’activité MPF et la GVBD. Selon d’autres expériences, l’inhibition des 

voies MAP kinases n’entraîne qu’un retard de l’activité MPF et de la GVBD (Tableau 

3).  

La stratégie d’inhibition de la synthèse de p39Mos par des oligonucléotides antisens a 

conduit à des résultats très contrastés en fonction des modifications portées par les 

oligonucléotides. En comparant les effets d’oligonucléotides antisens de type 

phosphodiester au Morpholino, Dupré et collaborateurs (Dupre et coll., 2002a) ont 

conclu que les effets des oligonucléotides phosphodiesters antisens de p39Mos 

utilisés jusqu’à présent (Sagata et coll., 1988; Barrett et coll., 1990) n’inhibent pas 

seulement la synthèse de p39Mos. L’injection d’oligonucléotides antisens de p39Mos 

de type Morpholino (Dupré et coll., 2002 ; Publication 1) ou de type 

phosphorothioate (Publications 1 et 2), bloque sans ambiguïté la synthèse et 

l’accumulation de p39Mos ainsi que l’activation de Xp42Mpk1. Dans toutes ces 

conditions, la GVBD n’est jamais inhibée mais elle est retardée. Bien que l’injection 

de p39Mos soit suffisante pour activer p34Cdc2 et la GVBD, la voie p39Mos-Mek1-

Xp42Mpk1 n’est pas nécessaire à l’activation du MPF et la GVBD. Les travaux réalisés 

avec la geldanamycine et U0126 confirment que l’inhibition de la voie p39Mos-Mek1-

Xp42Mpk1 ne bloque pas la GVBD. L’inhibition partielle de la GVBD observée en 

présence de geldanamycine est vraisemblablement due à un effet non spécifique de 

l’inhibiteur. Quelle que soit la stratégie d’inhibition utilisée, l’activation de Xp42Mpk1 et 

l’hyperphosphorylation de p90Rsk sont toujours complètement inhibées. 

Contrairement à ces derniers résultats, Dupré et collaborateurs observent une 

phosphorylation partielle de p90Rsk en dépit de l’absence de phosphorylation de 

Xp42Mpk1 (Dupre et coll., 2002a).  Des résultats similaires obtenus dans les ovocytes 
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de souris suggèrent que p90Rsk pourrait être activée indépendamment de MAP 

kinase (Kalab et coll., 1996).  

Les résultats de Dupré et collaborateurs, ainsi que les nôtres, démontrent 

définitivement que la voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 n’est pas nécessaire à l’activation 

du MPF et à la GVBD en présence de progestérone ou d’insuline. Cependant, le LF 

bloque complètement la GVBD (Duesbery et coll., 1998; Bodart et coll., 2002b) : il 

clive et inhibe toutes les MAPK kinases. Il a été montré que la phosphatase 

Mkp1/CL100 déphosphoryle préférentiellement Jnk et p38MAPK tout en ayant une 

action plus faible sur Erk 1 et 2 (Franklin et Kraft, 1995; Liu et coll., 1995b; 

Raingeaud et coll., 1995; Chu et coll., 1996; Groom et coll., 1996; Gupta et coll., 

1996; Franklin et Kraft, 1997). Mkp1/CL100 est donc susceptible d’inhiber toutes les 

voies MAP kinases de l’ovocyte. Selon ces résultats, l’inhibition de toutes les voies 

MAP kinases préviendrait complètement la reprise méiotique. Les voies MAP kinases 

seraient requises pour l’activation du MPF et la réalisation de la GVBD. La voie de 

Xp42Mpk1 mènerait à l’inhibition de Myt1 (Palmer et coll., 1998) et la voie de Xp38γ 

mènerait à l’activation de Cdc25 (Perdiguero et coll., 2003).  

Activation de la voie Mek1-Xp42Mpk1 : rôle de p39Mos et de Raf 

Il était généralement admis que Raf était la MEK kinase responsable de l’activation 

de la voie Mek1-Xp42Mpk1 lorsque les ovocytes sont stimulés par l’insuline (Shibuya 

et coll., 1996; Chesnel et coll., 1997). Sagata et collaborateurs (Sagata et coll., 1988) 

ont démontré que l’inhibition de la synthèse de p39Mos bloque complètement 

l’activation de la voie MAP kinase et la GVBD  en insuline. Ces travaux n’ont pourtant 

jamais été remis en question contrairement à ceux réalisés en progestérone (Dupre 

et coll., 2002a). Nos travaux démontrent clairement que l’inhibition de la synthèse de 

p39Mos prévient l’activation de Xp42Mpk1 et la phosphorylation de p90Rsk lorsque les 

ovocytes sont stimulés par la voie Ras-dépendante de l’insuline. En insuline comme 

en progestérone, l’activation de la voie Mek1-Xp42Mpk1 est donc dépendante de la 

synthèse et de l’accumulation de p39Mos. 
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Raf est également phosphorylée pendant la maturation des ovocytes stimulés par 

l’insuline ou par la progestérone (Fabian et coll., 1993b; Muslin et coll., 1993b). Nous 

montrons que l’inhibition de la synthèse de p39Mos ou de Mek1 entraîne une même 

réduction partielle de la mobilité électrophorétique de Raf. La mobilité 

électrophorétique de Raf reflète son état de phosphorylation et son état 

d’activation (Fabian et coll., 1993b; Muslin et coll., 1993b; Chesnel et coll., 1997). 

Nos résultats démontrent que la phosphorylation de Raf est partiellement 

dépendante de la cascade p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1. Nos résultats ne confortent pas 

l’hypothèse d’une implication de Raf dans l’activation de la voie Mek1-Xp42Mpk1.  

Pour aborder ce problème, nous avons étudié l’état de phosphorylation de Mek1 qui 

est la cible potentielle de p39Mos et de Raf. L’inhibition de la synthèse de p39Mos  

bloque complètement la phosphorylation de Mek1 alors que Raf1 n’est que 

partiellement phosphorylée. La forme partiellement phosphorylée de Raf est donc 

incapable d’induire la phosphorylation de Mek1. En U0126, la phosphorylation 

partielle de Raf présente le même profil électrophorétique que celui observé lorsque 

la synthèse de p39Mos est abolie. Dans ces conditions, Mek1 est phosphorylée alors 

que p39Mos s’accumule dans les ovocytes mais en quantité plus faible (publication 1). 

La forme partiellement phosphorylée de Raf étant incapable de phosphoryler Mek1, 

nous pouvons conclure que p39Mos accumulée en présence d’U0126 est suffisante 

pour phosphoryler Mek1. Dans les ovocytes de xénope, U0126, inhibiteur de MEK, 

ne supprime pas la phosphorylation de Mek1 et donc exercerait son effet en bloquant 

l’activité de cette dernière. Enfin, lorsque la synthèse de p39Mos est supprimée, 

l’injection de CA-Rsk ne permet pas de restaurer la phosphorylation totale de Raf. 

Celle-ci serait donc sous le contrôle direct de Mek1 ou de Xp42Mpk1. Les 

phosphorylations de Raf sont donc sous le contrôle de deux voies : une voie 

indépendante de l’activation de la cascade p39Mos-Xp42Mpk1 qui reste à déterminer ; 

la voie Mek1-Xp42Mpk1 qui conduit à l’obtention d’un profil électrophorétique complet 

tel qu’il est observé dans des ovocytes matures. L’implication de Mek1 ou de 

Xp42Mpk1 dans la phosphorylation complète de Raf pourra être résolue par injection 
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de Xp42Mpk1 constitutivement active dans des ovocytes traités par les 

oligonucléotides phosphorothioates antisens ou par U0126.  

Les activations de Mek1 et de Xp42Mpk1 sont dépendantes de la synthèse de p39Mos 

que la reprise de la méiose soit stimulée par des voies Ras-dépendante ou Ras-

indépendante (Fig. 31). Ces résultats rapprochent le modèle des ovocytes de xénope 

de celui des ovocytes de souris dans lesquels Raf n’est pas activée et où Mos est 

seule responsable de l’activation de la voie ERK (Verlhac et coll., 1996).  

Au cours de la maturation des ovocytes de xénope, le rôle de Raf n’est donc pas 

d’activer la voie MAP kinase et reste à déterminer. Les effets d’un inhibiteur 

spécifique de Raf, l’inhibiteur I de Raf (5-iodo-3-[(3,5-dibromo-4-

hydroxyphenyl)methylène]-2-indolinone ; Calbiochem) pourraient être étudiés sur la 

reprise de la méiose. Enfin, une analyse du profil de spectrométrie de masse de Raf 

en fonction de sa phosphorylation devrait permettre d’identifier les sites de 

phosphorylations de Raf par les membres de la voie MAP kinase. 

La voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk et la morphogenèse du 

fuseau dans les ovocytes de Xenopus laevis 

La reprise méiotique des ovocytes de xénope peut se dérouler jusqu’à la GVBD en 

absence d’activité de la voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 (Fisher et coll., 1999a; Gross et 

coll., 2000; Bodart et coll., 2002b; Dupre et coll., 2002a) ; Publication 1 et 2). Nous 

avons utilisé ce contexte pour étudier les rôles des différents membres de cette 

cacsade dans la morphogenèse du fuseau méiotique. 

Toutes nos stratégies d’inhibition de la voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 (geldanamycine, 

U0126, oligonucléotides Morpholino ou phosphorothioates antisens de p39Mos) ont 

abouti au même résultat : il n’y a jamais de fuseau bipolaire, une ou plusieurs 

structures de type astral, constituées de microtubules associés à des chromosomes, 

sont le plus souvent observées. Les asters sont majoritairement localisés dans le 

cytoplasme de l’ovocyte et très rarement à la membrane. L’inhibition de la voie 
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Tableau 6 : Importance des membres de la voie p39Mos-MEK1-Xp42Mpk1-p90Rsk

dans la morphogenèse du fuseau méiotique des ovocytes de xénope

traitement Mos Xp42Mpk1 Rsk Résultat cytologique 

S/DMSO + + + Fuseau 

U0126 + - - Aster 

U0126/Mos + - - Aster 

U0126/Rsk + - + Fuseau 

p39Mos-AS - - - Aster 

p39Mos-AS/Rsk - - + Aster 

p39Mos-AS/Mos + + + Fuseau 

 
(La maturation est stimulée par la progestérone)
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p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 provoque la décondensation des chromosomes, la réplication 

de l’ADN et l’entrée dans le cycle des ovocytes (Gross et coll., 2000; Dupre et coll., 

2002a; Kotani et Yamashita, 2002). Ces résultats pourraient expliquer que dans un 

certain nombre d’ovocytes nous n’ayons observé aucune structure 

microtubulaire (Publications 1 et 2). Nos résultats confirment ceux obtenus chez le 

xénope où aucun fuseau méiotique n’apparaît à la membrane des ovocytes dans 

lesquels la voie p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1 est inhibée (Gross et coll., 2000; Bodart et 

coll., 2002b; Dupre et coll., 2002a). Des ovocytes de Rana Japonica traités par 

U0126 ne montrent jamais de MTOC organisé ni de fuseau bipolaire. Une 

recondensation suit la décondensation partielle des chromosomes. Les microtubules 

sont dispersés dans le cytoplasme sous forme d’asters (Kotani et Yamashita, 2002).  

Nous avons précisé les implications respectives de certains des membres de la 

cascade p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk dans la morphogenèse du fuseau méiotique. 

Malgré l’accumulation et l’activité de p39Mos, l’inhibition de Mek1 empêche la 

bipolarisation du fuseau. Dans ces ovocytes, l’injection de Rsk constitutivement 

active (CA-Rsk) suffit à restaurer un fuseau bipolaire (Publication 1). p90Rsk est donc 

indispensable à la bipolarité du fuseau. Lorsque la synthèse de p39Mos est inhibée, 

l’injection d’une protéine Mu-Mos restaure la formation d’un fuseau méiotique normal. 

Au contraire, l’injection de CA-Rsk est inefficace (Publication 1). Ces observations 

nous amènent à conclure que p39Mos ou p90Rsk,seules, sont incapables de 

promouvoir la formation d’un fuseau de métaphase normal. Toutes deux seraient 

requises dans l’établissement de l’axe bipolaire du fuseau méiotique. L’implication de 

p39Mos dans la morphogenèse du fuseau pourrait dépendre de l’activité de Xp42Mpk1. 

Des injections d’une protéine Erk thiophosphorylée (Haccard et coll., 1995). dans des 

ovocytes injectés de p39Mos-PSAS permettront de déterminer si Xp42Mpk1 et p90Rsk 

sont capables d’induire la formation d’un fuseau bipolaire normal en absence de 

p39Mos. 

Les cibles de la voie MAP kinases impliquées dans la morphogenèse du fuseau 

méiotique restent à identifier. Des travaux récents ont montré que l’injection 

d’anticorps dirigés contre les protéines associées aux microtubules XMap215 et 
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XKcm1 provoque l’absence de fuseau bipolaire et l’apparition de structures de type 

aster associées aux chromosomes (Becker et coll., 2003). La ressemblance de ces 

structures avec celles que nous avons observées suggère que ces protéines 

associées aux microtubules pourraient être régulée par la voie des MAP kinases. 
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Modulation of O-GlcNAc glycosylation during 

Xenopus oocyte maturation 

J. Cell. Biochem., 2004, 93(5) : 999-1010 
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Annexe  O-GlcNAc et ovocyte de Xénope 

Introduction 

La O-N-Acétylglucosaminylation (O-GlcNAc) est le principal type de O-glycosylation 

observé dans les compartiments cytosolique et nucléaire des cellules 

eucaryotes (revue, Wells et coll., 2001). Elle consiste en l’addition d’un unique résidu 

de N-acétylglucosamine sur les groupements hydroxyles de la sérine ou de la 

thréonine (Fig. 32). L’enzyme responsable du transfert est la O-N-

Acétylglucosaminyltransférase (OGT). Le retrait du groupement O-GlcNAc est 

catalysé par la β-N-Acétylglucosaminidase (O-GlcNAcase : (Wells et coll., 2003)). 

Contrairement à la phosphorylation, le rôle de la O-GlcNAc dans la régulation des 

protéines est peu connu. Comme la phosphorylation, la O-GlcNAc est une 

modification post-traductionnelle dynamique : des expériences de « pulse-chase » 

réalisées sur des cytokératines (Chou et coll., 1992) ou sur l’αβ-

cristalline (Roquemore et coll., 1996) ont montré que le « turn-over » de la O-GlcNAc 

est beaucoup plus rapide que celui de la protéine modifiée. La O-GlcNAc et la 

phosphorylation seraient en compétition sur des sites communs (Haltiwanger et coll., 

1998; Griffith et Schmitz, 1999; Lefebvre et coll., 1999). La O-GlcNAc serait 

impliquée dans les mécanismes d’interaction protéine-protéine. 

Des modifications de l’état de glycosylation semblent être associées à la régulation 

du cycle cellulaire : dans les lymphocytes T, les niveaux de O-GlcNAc varient 

rapidement après la stimulation de l’entrée en phase G1 du cycle cellulaire (Kearse 

et Hart, 1991). Dans la lignée cellulaire de colon HT29, l’arrêt mitotique provoqué par 

l’acide okadaïque ou le nocodazole entraîne une augmentation du niveau de O-

GlcNAc des kératines (Haltiwanger et Philipsberg, 1997).  

Les premiers travaux réalisés dans les ovocytes de xénope ont montré que l’injection 

de galactosyltransférase est toxique (Fang et Miller, 2001). Le niveau de O-GlcNAc 

diminuerait durant la maturation des ovocytes de xénope (Slawson et coll., 2002). 

Cependant, la glutamine fructose-6-phosphate amido-transférase 1(GFAT1), qui est 

l’enzyme clef dans la synthèse de la glucosamine, est régulée négativement par 

l’accumulation d’AMPc (Ray et coll., 1992; Han et Kudlow, 1997). Dans les ovocytes 
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de xénope, le taux d’AMPc et l’activité de la PKA chutent lors de la reprise de la 

méiose. Il est donc étonnant que Slawson et ses collaborateurs aient observé une 

diminution de l’activité O-GlcNAc (Slawson et coll., 2002). A l’inverse de ces 

observations, les conditions expérimentales que nous avons utilisées ont mis en 

évidence une augmentation globale de la O-GlcNAc pendant la maturation. Nos 

expériences d’injection de GlcNAc libre suggèrent que la O-GlcNAc interviendrait 

dans des interactions de type protéine-protéine impliquées dans la dynamique de la 

reprise méiotique. 

Résultats et Discussion 

Des extraits immatures et matures d’ovocytes de xénope ont été soumis à une β-

élimination et les saccharides peracétylés obtenus  ont été analysés par 

chromatographie en phase gazeuse. Lors de la reprise de la méiose, nous avons 

observé une augmentation globale (x 4,51 ± 0,32) de la O-GlcNAc (Publication 

annexe, Fig. 1B) qui serait due en partie à un accroissement de l’activité de la O-

GlcNAc transférase (Dr. T. Lefebvre : communication personnelle). Sur les 

immunoempreintes, l’utilisation de la lectine de germe de blé WGA (Wheat germ 

agglutinin) permet d’identifier une modification majeure de la O-GlcNAc sur deux 

protéines de 66 et 97 kDa (Publication annexe, Fig. 1A). La O-GlcNAc de la protéine 

de 97 kDa n’apparaît que dans les ovocytes matures. La protéine de 66 kDa est déjà 

O-glycosylée dans les ovocytes immatures ; son niveau de O-GlcNAc augmente 

lorsque les ovocytes sont stimulés par la progestérone (Publication annexe, Fig. 1C). 

Ces protéines ne sont pas nucléaires puisqu’elles sont toujours présentes dans les 

ovocytes énucléés (Publication annexe, Fig. 2). Nous avons ensuite étudié les 

modifications de O-GlcNAc des protéines totales au cours de la maturation en 

prélevant des ovocytes, 0, 2, 4, 6, 8 et 16 heures après l’addition de 

progestérone (Publication annexe, Fig. 3). La O-GlcNAc des protéines de 97 kDa et 

de 150 kDa augmente jusqu’à atteindre un maximum 6 à 8 heures après la 

stimulation. A 16 heures, la O-GlcNAc a diminué mais reste supérieure à celle 
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observée dans les ovocytes immatures. Une protéine de 30 kDa est O-GlcNAc dans 

les ovocytes immatures, puis cette O-GlcNAc diminue au cours de la maturation. 

Les ovocytes injectés de Cdc25 présentent les mêmes profils de O-GlcNAc que les 

ovocytes stimulés par la progestérone (Publication annexe, Fig. 6). La O-GlcNAc 

induite lors de l’injection de Cdc25 est indépendante de la synthèse protéique hormis 

pour la protéine de 97kDa, dont la O-GlcNAc diminue sensiblement en présence de 

cycloheximide.  

Nous avons émis l’hypothèse que la protéine O-GlcNAc de 97 kDa serait la β-

caténine. La β-caténine est O-GlcNAc dans les cellules en culture (Zhu et coll., 2001; 

Vosseller et coll., 2002) et n’est détectée que dans des ovocytes matures (Fisher et 

coll., 1999b). Dans des extraits totaux d’ovocytes, un anticorps anti-β-caténine 

reconnaît cette protéine au même niveau que celui de la protéine O-GlcNAc de 97 

kDa (Publication annexe, Fig. 6B : puis 1 à 4). Après enrichissement des protéines 

O-GlcNAc sur des billes couplées à la WGA, l’anticorps anti-β-caténine reconnaît la 

protéine de 97kDa (Publication annexe, Fig. 6B). L’immunoprécipitation des 

protéines O-GlcNAc par l’anticorps RL2 donne un résultat identique (Publication 

annexe, Fig. 6C). Dans les ovocytes immatures, la β-caténine est phosphorylée par 

la kinase GSK-3β, phosphorylation qui provoque sa dégradation par le protéasome. 

L’inactivation de GSK-3β durant la reprise méiotique permet l’accumulation de la β-

caténine (Fisher et coll., 1999b). Le taux de β-caténine augmente dans des ovocytes 

immatures et matures incubés en présence de chlorure de Lithium (LiCl), inhibiteur 

de GSK3 (Hedgepeth et coll., 1997; Davies et coll., 2000; Davies et coll., 2001). La 

quantité de β-caténine détectée dans des extraits totaux ou enrichis en O-GlcNAc 

par passage sur billes de WGA est plus importante lors d’un traitement par le LiCl. Le 

traitement par le LiCl permet de détecter la  β-caténine même dans des ovocytes 

immatures (Publication annexe, Fig. 6B). L’ensemble de ces observations permet de 

conclure que la protéine de 97 kDa modifiée par O-GlcNAc est la β-caténine. 

L’augmentation de la O-GlcNAc concomitante à l’accroissement de la 

phosphorylation semble contredire l’hypothèse d’une compétition entre O-GlcNAc et 
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phosphorylation sur des sites identiques. Cependant, cette hypothèse ne peut pas 

être écartée dans la mesure où la O-glycosylation a été appréhendée de manière 

globale. Par exemple, la O-GlcNAc de certaines protéines, comme celle de 30 kDa, 

diminue au cours de la maturation. Dans les ovocytes immatures la β-caténine est 

phosphorylée puis dégradée. Dans les ovocytes matures, elle n’est plus 

phosphorylée, elle est O-GlcNAc et n’est pas dégradée. 

Les variations de O-GlcNAc pourraient également réguler les interactions protéines-

protéines. La O-GlcNAc du facteur de transcription Sp1 inhibe son interaction avec 

TAF110 (facteur associé à la protéine de liaison à la « TATA box » : (Roos et coll., 

1997). Afin de tester l’hypothèse d’une perturbation des interactions protéines-

lectines, nous avons injecté de la GlcNAc libre dans les ovocytes une heure avant 

l’application de progestérone. L’injection témoin de galactose n’a pas d’influence sur 

la reprise méiotique par rapport aux ovocytes témoins injectés d’eau. Au contraire, 

l’injection de GlcNAc libre retarde d’environ quatre heures la GVBD50 (Publication 

annexe, Fig. 4A). L’analyse cytologique n’a révélé aucune altération des événements 

morphologiques de la méiose : la GVBD, la condensation des chromosomes et la 

formation du fuseau se déroulent normalement en présence de GlcNAc libre. 

L’injection de GlcNAc libre ne modifie pas la O-GlcNAc des protéines observées sur 

immunoempreinte après révélation par la WGA (Publication annexe, Fig. 4B). 

L’activité de la O-GlcNAc transférase n’est pas affectée par la présence de GlcNAc 

libre (Haltiwanger et coll., 1990).  

En conclusion, notre étude démontre une variation de la O-N-

acétylglucosaminylation au cours de la maturation des ovocytes de xénope. Parmi 

les protéines O-GlcNAc, certaines pourraient intervenir dans la régulation de la 

transition G2/M, d’autres participeraient à la préparation de l’ovocyte à la fécondation 

et aux premières étapes du développement embryonnaire. La O-GlcNAc semble en 

effet influencer la dynamique de la reprise méiotique via des interactions protéiques 

puisque l’injection de GlcNAc libre retarde la maturation déclenchée par la 

progestérone. Ces protéines O-GlcNAc restent à identifier. Lors de la reprise 

méiotique, la β-caténine est O-GlcNAc, cette O-GlcNAc pourrait être l’un des facteurs 
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responsables de la stabilisation de la β-caténine qui est nécessaire au processus de 

dorsalisation de l’embryon. La nature et le rôle des équilibres entre phosphorylation 

et O-GlcNAc restent à déterminer.  
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Abstract O-linked N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) glycosylation is a post-translational modification, which is
believed antagonises phosphorylation. We have studied the O-GlcNAc level duringXenopus oocyte meiotic resumption,
taking advantage of the high synchrony of this model which is dependent upon a burst of phosphorylation. Stimulation of
immature stage VI oocytes using progesterone was followed by a 4.51� 0.32 fold increase in the GlcNAc content,
concomitantly to an increase in phosphorylation, notably on two cytoplasmic proteins of 66 and 97 kDa. The increase of
O-GlcNAc for the 97 kDa protein, which we identified as b-catenin was partly related to its accumulation during
maturation, as was demonstrated by the use of the protein synthesis inhibitor—cycloheximide. Microinjection of free
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O-linked N-acetylglucosamine (O-GlcNAc)
glycosylation is the major glycosylation type
found within the nucleus and the cytosolic com-
partment of eukaryota [for review, see Wells

et al., 2001]. O-GlcNAc consists in the addition
of a single residue ofN-acetylglucosamine to the
hydroxyl groups of serine and threonine. This
type of glycosylation shares similar features
with protein phosphorylation [Haltiwanger
et al., 1997], and the occurrence of an antagon-
ism between phosphorylation and O-GlcNAc
glycosylation was demonstrated. The existence
of a direct competition between O-GlcNAc and
phosphate to occupy the same sites on proteins
was reported [Haltiwanger et al., 1998; Griffith
and Schmitz, 1999; Lefebvre et al., 1999].
The emergence of an O-GlcNAc/phosphoryla-
tion balance leads to the question of its biologi-
cal significance: if the role of phosphorylation is
well documented and generally contributes
to the regulation of the protein activity, the
particular role of O-GlcNAc glycosylation is still
not well understood. For example, whereas
the reciprocity between O-GlcNAc and O-Phos-
phate on the carboxyl terminal domain (CTD) of
RNA polymerase II was studied in detail, the
phosphorylation of the CTD is associated with
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promoter clearance, stabilization of elongation
complexes and with the involvement of the
mRNA processing machinery—the function of
O-GlcNAc glycosylation of the CTD remains
speculative [Comer and Hart, 2001].

Changes in the level of glycosylation in
several nuclear and cytoplasmic proteins were
observed during the mitogenic activation of
both T-lymphocytes and T-cell hybridoma. In
T-lymphocytes, O-GlcNAc levels change rapidly
after stimulation to enter the cell cycle [Kearse
andHart, 1991]. In thehuman colon cell lineHT
29,mitotic arrestwith either okadaic acid or the
microtubule destabilizing agent nocodazole,
causes an increase in the O-GlcNAc levels of
keratins [Haltiwanger and Philipsberg, 1997].
These observations suggest that O-GlcNAc
glycosylation might be involved in the cell cycle
regulation, while no other data corroborated
this assumption. Many of the nuclear pore
complexes, which are modified by single series
of O-GlcNAc, are phosphorylated in a cell cycle
specific manner, though the levels of O-GlcNAc
remain constant [Miller et al., 1999]. Other
experimentswere led to investigate into the role
of O-GlcNAc during the cell division process
through the microinjection of galactosyltrans-
ferase (GalT) into Xenopus oocytes arrested in
prophase I.However, injectedGalTwas toxic for
oocytes stimulated to resumemeiosis [Fang and
Miller, 2001].

Xenopus oocyte offers opportunities to study
the M-phase regulation that is highly control-
led by specific kinases and phosphatases. Full-
grown Xenopus stage VI oocytes are arrested
at the prophase of the first division of meiosis in
a G2-like state. In response to progesterone,
oocytes undergo germinal vesicle breakdown
(GVBD), chromosomes condensation, and spin-
dle formation. The end of the first division of
meiosis is attested by the extrusion of the first
polar body. The second division resumes, but it
is arrested at metaphase [Hausen and Riebe-
sell, 1991]. This process, also calledmaturation,
is characterized by the simultaneous activation
of two pathways. On one hand, the M-phase
Promoting Factor (MPF; p34Cdc2/Cyclin B)
that regulates both the entry and exit of the
M-phase is activated through the dephosphor-
ylation of its catalytic subunit by a dual-
specificity phosphatase Cdc25 [Masui, 2001].
On the other hand, the activation of the Mos/
MEK/Xp42Mpk1 Mitogen Activated Protein
Kinases (MAPK) cascade depends upon Mos

accumulation; and the effects of this pathway
are mainly mediated through p90Rsk [Gotoh
and Nishida, 1995; Gross et al., 2000].

Since phosphorylation is well known as
means to regulate the cell cycle progression
and since O-GlcNAc could antagonize phos-
phorylation, we assumed that O-GlcNAc varia-
tions could also occur during the meiosis
resumption and that O-glycosylated proteins–
lectins interactions might influence the G2/M
transition in Xenopus laevis oocytes. Thus, we
studied the O-GlcNAc level during Xenopus
oocytematuration, takingadvantage of thehigh
and natural synchrony of this model [Ferrell,
1999]. Moreover, we observed the O-GlcNAc
glycosylation of several proteins during matu-
ration. Among them, we identified b-catenin
which is phosphorylated by the Glycogen
synthase kinase-3 (GSK3) and lead to its de-
gradation. In return, the stabilization of b-
catenin through the inactivation of GSK3 is
essential for the dorsal determination in Xeno-
pus embryos [Heasman et al., 1994]. Moreover,
we have shown that the microinjection of free
GlcNAc delayed progesterone-induced matura-
tion, thereby suggesting a role for O-GlcNAc
mediated interaction in the cell cycle.

MATERIALS AND METHODS

Handling of Oocytes

Stage VI Xenopus oocytes were isolated and
prepared as previously described [Flament
et al., 1996]. Briefly, prophase I-arrested
oocytes were obtained from animals that were
not primed with any gonadotropins. Defollicu-
lated oocytes were kept in ND96 medium
(96 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 1 mM
MgCl2, and 5 mM HEPES, pH 7.5). Progest-
erone was added at a final concentration of
10 mM. Percentages of maturation weremarked
by the appearance of a white spot at the animal
pole of the oocyte and GVBD was confirmed
via microscopically examination after the dis-
section of heat-fixed oocytes. For biochemical
analysis, oocytes were homogenized in b gly-
cerophosphate, 60 mM; paranitrophenylpho-
sphate, 15 mM; MOPS, 25 mM; EGTA, 15 mM;
MgCl2, 15 mM; DTT, 2 mM; sodium orthov-
anadate, 1 mM; NaF, 1 mM and proteases
inhibitors; pH 7.2 [Flament et al., 1996] and
centrifuged at 10,000 g for 10 min to eliminate
yolk and membranous pellet. All the experi-
ments were performed at least in duplicate.
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Enucleation

Immature oocytes were pricked at the animal
pole and placed in ND96 diluted four times.
Under such conditions, the germinal vesicle
that is located in the animal hemisphere went
out of the cell. Enucleated oocytes were then
replaced in normal ND96 for recovery, at least
1 h prior to treatment.
To check the efficiency of oocytes enucleation,

we used an antibody raised against p62 (sc-
1916, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA), a nuclear pore specific protein. After
nitrocellulose saturation with milk, the anti-
body was used at a dilution of 1:1,000 overnight
at 48C, and the horseradish peroxidase-coupled
anti-goat secondary antibody was used at a
dilution of 1:2,000 for 1 h (Dako, Glostrop,
Denmark).

Cytological Analysis

Oocytes were fixed overnight in Smith’s
fixative, dehydrated and embedded in paraffin.
Sections (7 mm thick) were stained with nuclear
red to detect nuclear structures and chromo-
somes and with picroindigo-carmine, which
reveals cytoplasmic and microtubular struc-
tures. This method is precise enough to detect
spindles and condensed chromosomes, even if
they are not located near the plasmamembrane
[Flament et al., 1996].

Western Blotting

Analysis of the O-GlcNAc content. The
proteins were run on a 10% SDS–PAGE and
were electrophoretically transferred onto nitro-
cellulosemembrane. Blotswere saturated in 3%
bovine serum albumin (BSA) in TBS-Tween
(15 mM Tris, 140 mMNaCl, 0.05% (v/v) Tween,
pH 8.0) for 45 min and washed three times for
15 min with TBS-Tween. Before wheat germ
agglutinin (WGA) staining, samples were sys-
tematically digested with PNGase F in order to
remove N-linked oligosaccharides by direct
incubation of the nitrocellulose sheets in 5–
20 ml Phosphate Buffer (pH 7.5–50 mM) con-
taining 2,500–10,000 U PNGase F overnight
[Lefebvre et al., 1999]. Desialylation was per-
formed with formic acid pH 2.0, for 30 min
at 808C. Proteins were analyzed for their
O-GlcNAc status via Western blotting using
horseradish peroxidase-coupled WGA (HRP–
WGA) was incubated in TBS-Tween (1:10,000)
for 1 h, and horseradish peroxidase was de-

tected with ECL (Amersham Biosciences,
Saclay, France). In the same way, the occur-
rence of O-glycans was assessed by the use of
peanut agglutinin (PNA).

The anti-O-GlcNAc antibody (RL2, Affinity
Bioreagents, Golden, CO) was used at a dilution
of 1:1,000 over night at 48C, after the nitrocel-
lulose sheets were saturated with milk. The
horseradish peroxidase-coupled anti-mouse
secondary antibodywasused for 1hat adilution
of 1:10,000 (AmershamBiosciences). For immu-
noprecipitation, we used RL2 at a dilution of
1:200 for 2 h at 48C, and protein G sepharose
was finally added for 1 h at 48C for the recovery
of the O-GlcNAc proteins.

The phosphorylation status of proteins ex-
tracted from G2 and M-phase arrested oocytes
has been analyzed using an anti-phosphoserine
(1:200 dilution, Sigma, SaintQuentinFallavier,
France). Alkaline phosphatase coupled anti-
mouse antibody was used as the secondary
antibody.

Analysis of b-catenin content. Oocyte
homogenates were prepared and proteins were
submitted to Western blot analysis as pre-
viously reported [Bodart et al., 1999]. b-catenin
was detected using antibody H102 (Santa Cruz
Biotechnology) (1:500). After washes in TBS,
horseradish peroxidase-coupled goat anti-rab-
bit IgG antiserum (1:5,000 in 2.5% of non-fatty
milk in TBS) was incubated for 1 h. In order to
inhibit GSK-3b, oocytes were transferred to
ND96 containing 20 mM LiCl [Fisher et al.,
1999] before homogenization or progesterone
addition.

Analysis of the O-GlcNAc content using
gas phase chromatography. Mature and
immature oocytes extracts were submitted to a
reductive b-elimination in 0.1MNaOH and 1M
potassium borohydride at 658C overnight. The
reaction was stopped by addition of ice-cold
acetic acid under vigorous stirring until the pH
value of 5.0 was reached. The b-eliminated
material was dried several times under vacuum
with anhydrous methanol in order to remove
borate in its methyl ester form. The released
saccharides were peracetylated in anhydride
acetic for 4 h at 958C, dried and finally extract-
ed in chloroform (the extraction with chloro-
form was performed twice, and this volume
was washed four times with water). After dry-
ing under nitrogen and adding 100 ml of chloro-
form, 2 ml of the peracetyled saccharides were
analyzed using gas liquid chromatography
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[Lefebvre et al., 2001]. Analysis was performed
on a BPX column (30 m� 0.32 mm) at an initial
temperature of 1508C, with a gradient of 38C/
min to 2308C, then with a gradient of 58C/min
to 2508C, and finally with a plateau of 5 min at
2508C.

Oocyte microinjection. Microinjections
were performed in the equatorial region of the
oocytes, using a positive displacement digital
micropipette (Nichiryo). Free GlcNAc or Gal
microinjections were performed in order to ob-
tain a final concentration of 10 nmol per oocyte.
To trigger theMPF activation and GVBD, GST-
Cdc25Awas injected into immature oocytes at a
final concentration of 1.2 mM.

RESULTS

O-GlcNAc Content in Immature
Versus Mature Oocytes

In a first set of experiments, immature
oocytes (G2-like phase-arrested) and mature
oocytes (metaphase II-arrested) obtained after
treatmentwith 10mMprogesterone during 16h,
were compared for their O-GlcNAc content.
After treatments with PNGase F for deglycosy-
lation of the N-linked glycans and formic acid
for desialylation, proteins were separated on a
10% SDS–PAGE and checked for the presence
of O-GlcNAc using WGA staining (Fig. 1Aa). A
competition assaywith an excess of freeGlcNAc
was done in conjunction with WGA (Fig. 1Ab).
In this case, staining by WGA disappeared,
demonstrating that it was specifically bound to
O-GlcNAc proteins. We showed that the pro-
gesterone treatment induced an increase in the
O-GlcNAc content of several different proteins
in theXenopus oocyte. Two proteins of 97 and 66
kDa were mainly concerned (Fig. 1Aa). PNA
was used after formic acid desialylation to
assess the absence of contaminant O-Glycans
(Fig. 1Ac). Finally, the confirmation that the
glycosylation borne by the proteins of 97 and
66 kDa was actually O-GlcNAc was done
with a specific anti-O-GlcNAc antibody (RL2,
Fig. 1Ae). It is to be noted that WGA stained
more bands than the anti-O-GlcNAc antibody
RL2 (compare panels a and e). This observation
is not new and has already been reported
[Comer et al., 2001]. The WGA lectin and the
RL2 monoclonal antibody did not stained
exactly the same motif: the lectin only needs
the saccharide moiety for the binding, whereas
the RL2 antibody needs not only the saccharide,

but also a peptidic backbone. In these condi-
tions, if the peptidic environment of the protein
is too different from the peptidic environment
against which this antibody was originally
raised [Snow et al., 1987], the recognitionmight
not occur.

We performed the characterization and the
quantification of the GlcNAc release after the b-
elimination of the two extracts and the analysis
of the peracetylated released saccharides via
gas phase chromatography (Fig. 1B). The inte-
gration of the relevant GlcNAc peak areas
(Fig. 1Ba) showed a 4.51� 0.32 fold increase in
the O-GlcNAc content in mature oocytes (the
calculated values were normalized to an equal
protein amount assayed using the Bradford
method).

In order to compare theO-GlcNAcprofilewith
the phosphorylation status of immature and
matured oocytes, we performed Western blot-
ting using WGA, anti-phosphoserine and anti-
O-GlcNAc antibodies. These profiles show that
the induction of oocyte maturation with proges-
terone induces an increase both on the O-
GlcNAc (Fig. 1Cc,Cd) and on the phosphoryla-
tion (Fig. 1Cb) status of proteins. We must note
that interestingly, the twoproteins of particular
interest, i.e., 66 and 97 kDa, also appear to be
phosphorylated and that this phosphorylation
was increased by theG2/M transition, especially
for the 97 kDa one (arrowheads).

WGA staining on mature enucleated oocytes
extracts demonstrated that amajority of proteins
exhibiting O-GlcNAcmodulation duringmatura-
tion were localized in the cytoplasm (Fig. 2A).
Indeed, we did not observe any difference in the
O-GlcNAc proteins profile between the total
oocyte and the enucleated oocyte. This result is
interesting as many kinases/phosphatases that
are involved during meiosis are also cytosolic
components. The enucleation efficiency was
demonstrated using an antibody raised against
aspecificnuclearporeprotein,p62.The latterwas
not detected in enucleated oocytes extracts,
confirming the absence of any nuclear compo-
nents (Fig. 2C). Then, O-GlcNAc glycosylation
observed in enucleated oocytes aswell as in intact
cells are representative of cytosolic proteins, and
not nuclear proteins.

O-GlcNAc Modified Proteins During
the Maturation Process

In a second set of experiments, modifications
of cellular proteins’ O-GlcNAc levels during
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Fig. 1. O-linked N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) content
analysis of immature and mature oocytes. A: Immature (G2) and
mature (M) oocytes were homogenised in lysis buffer. After
PNGase F and formic acid treatment, proteins were run on a 10%
SDS–PAGE. Aa: The blot was then analyzed for the O-GlcNAc
content by wheat germ agglutinin (WGA) staining. It revealed an
increase in the O-GlcNac content and especially on two proteins
of 97 and 66 kDa (Aa, arrows). Ab: In the presence of an excess of
free GlcNAc, no more staining was observed with WGA, which
demonstrated the specificity for O-GlcNAc. Ac: Peanut ag-
glutinin (PNA) staining was done to assess the absence of
contaminant O-Glycans. Ad: Red ponceau staining showing
equality of the quantity of proteins in the lanes. Ae: To definitely
assert the presence of O-GlcNAc glycosylation, we also used

RL2, a specific antibody raised against O-GlcNAc. B: The same
extracts were submitted to a reductive b-elimination and the
peracetylated released saccharides were analyzed and quanti-
fied by gas phase chromatography (Ba, immature oocytes;
Bb, mature oocytes). The peak corresponding to peracetylated
GlcNAc-ol is indicated. Mesoinositol (Meso) was used as an
internal standard. After integration, the GlcNAc peak area of
mature oocytes appeared to be 4.51� 0.32 times more important
than the peak area of immature oocytes. C: The phosphorylation
status of immature and mature oocytes was tested using an anti-
phosphoserine directed antibody (Cb) in conjunction with
peroxidase-labeled WGA (Cc) and with the anti-O-GlcNAc
antibody (Cd). The panel Ca shows the ponceau red staining.
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meiosis were monitored. Kinetic maturation
experiments were performed on oocytes after a
hormonal stimulation using progesterone:
oocytes were taken out at different times and
homogenized. Numerous proteins (indicated
with arrows in Fig. 3) showed modifications of
their O-GlcNAc content during the meiosis
resumption. For example, proteins at 150 and
at 97 kDa reached a maximum in O-GlcNAc
glycosylation 6–8 h after the progesterone
addition. Then, their O-GlcNAc level decreased
at the end of thematuration.The 66kDaprotein

was already O-GlcNAc glycosylated before the
progesterone treatment, but this O-glycosyla-
tion increased 2 h after the progesterone
application and then sharply decreased until
the end of meiosis. Lastly, the O-GlcNAc glyco-
sylation of a 30 kDa protein decreased during
maturation and increased at the end of the
maturation process.

Free GlcNAc Injection Delays
Maturation in Xenopus Oocytes

Since oocyte maturation was accompanied by
a modulation in O-GlcNAc glycosylation, the
potentially inhibiting effect of free GlcNAc
on maturation stages was evaluated after the
microinjection of this monosaccharide into
oocytes (Fig. 4). GlcNAc could not enter the
hexosamine biosynthetic pathway, contrary to
glucose or glucosamine, and thus could not take
part in the synthesis of UDP-GlcNAc for the
O-GlcNAc events. Besides, it is well-known that
O-GlcNAc transferase is unaffected by GlcNAc
[Haltiwanger et al., 1990]. After the microinjec-
tion of free GlcNAc, we observed that matura-
tion was delayed. From the three experiments
reported inFigure 4,we concluded thatGVBD50

(the time required for 50% of the oocytes to
undergo GVBD) occurred 4 h later than in con-
trol oocytes injected with water (Fig. 4A). As a
negative control, free galactose was microin-
jected before the progesterone treatment and it
did not delay maturation, and such treated
oocytes exhibited the same kinetics of GVBD
than water-injected oocytes. As was expected,
WGA staining did not shows any significant
differences in the O-GlcNAc content among
oocytes in the three batches (Fig. 4B).

In order to determine the position in the
cell cycle of GlcNAc injected oocytes, a cyto-
logical analysis was performed 4 h after the
GVBD50 of control oocytes injected with gal-
actose. The latter exhibited a metaphase II
spindle with condensed chromosomes, located
on the plasma membrane, and a polar body
(Fig. 5A), aswater-injected oocytes did (data not
shown). At the same time, cytological sections of
GlcNAc-injected oocytes showed either oocytes
with a typical metaphase II block (Fig. 5B)
or oocytes with a metaphase I spindle and no
polar body (Fig. 5C). Thus, though GlcNAc
injection delayed progesterone-induced matu-
ration, it did not seem to alter the condensa-
tion of chromosomes or the meiotic spindle
morphogenesis.

Fig. 2. Localization of the proteins that have their O-GlcNAc
modulated during maturation. A: WGA staining and (B) ponceau
red staining. Stage VI oocytes were manually enucleated before
treatment with progesterone. The lysates were further analyzed
for their O-GlcNAc content as described in Figure 1. Following
progesterone stimulation, changes in O-GlcNAc glycosylation
occurred in these enucleated oocytes (compare with immature
oocytes: G2) as was already observed in Figure 1Aa. The profile
was not different from those observed in mature nucleated
oocytes (total oocyte). C: We assessed for correct enucleation of
oocytes using an antibody raised against p62, a specific nuclear
pore protein. Lack of p62 staining confirmed the absence of any
nuclear components.
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Synthesized b-catenin Is O-GlcNAc Modified
During Xenopus Oocyte Maturation

In order to check whether the increase in the
O-GlcNAc content observed during maturation
was related to an increase in the synthesis of the
corresponding proteins, oocyteswere induced to
mature in the presence of cycloheximide (CHX,

50 mg/ml) a protein synthesis inhibitor. Since
progesterone-induced maturation is dependent
upon protein synthesis, maturation was trig-
gered by micro-injection of GST-Cdc25A in this
set of experiments. Cdc25 is a dual specificity
phosphatase that directly dephosphorylates
and activates p34Cdc2, the catalytic subunit
of the M-phase promoting factor. Results are

Fig. 3. O-GlcNAc glycosylation during the maturation process.
The O-GlcNAc content of oocytes at different times of the
maturation was analyzed as indicated in Figure 1. The WGA
staining is shown in Figure 3A, and ponceau red staining in
Figure 3B. Arrows indicate the main profile changes observed by
WGA staining. The evolution of O-GlcNAc glycosylation was
not similar for all proteins. The 97 kDa protein showed a
maximum in O-GlcNAc glycosylation 6–8 h after the progester-

one addition. Then, the latter decreased but remained higher
than in immature oocytes. The 66 kDa protein was already
glycosylated in immature oocytes and this glycosylation in-
creased as early as 2 h after the progesterone application;
it sharply decreased at the end of the maturation. The 30 kDa
protein showed an O-glycosylated profile in immature oocytes,
and this glycosylation decreased after the progesterone
treatment.

Fig. 4. Effect of GlcNAc microinjection on oocyte maturation.
A: The progesterone treatment was performed after the control
microinjection of either water (-~-) or free galactose (-&-) or
after the microinjection of free GlcNAc (-^-). Maturation was
assessed using white spot examination. The results are from three

different experiments. B: WGA staining of oocytes extracts. The
injection of either Gal or GlcNAc did not modify the O-GlcNAc
profile in immature oocytes (G2). This did not inhibit the
occurrence of the changes of O-GlcNAc glycosylation usually
observed in mature oocytes (M).
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described in Figure 6A. In the absence of CHX,
the injection of Cdc25A induced the changes
in O-GlcNAc usually observed following pro-
gesterone stimulation (see Fig. 1Aa). The same
changes were still observed in the presence of

CHX for most of the proteins, except for the
protein with an apparent molecular weight of
97 kDa, which was just slightly glycosylated.
So, based on the observations that the O-
GlcNAc glycosylation of the 97 kDa protein
was related in part to its accumulation during
maturation (i.e., its synthesis) and according to
its apparentmolecularweight,we assumed that
the protein was b-catenin. This hypothesis was
reinforced by the description of the O-GlcNAc
modification of b-catenin [Zhu et al., 2001]. In
fully grown immature oocytes, the glycogen
synthase kinase-3b (GSK-3b) is active, and it
must be inactivated to allowmaturation [Fisher
et al., 1999]. This kinase is responsible for b-
catenin phosphorylation, which is the signal for
its degradation using the proteasome pathway.
The inactivation of GSK-3b allows b-catenin to
accumulate in mature oocytes [Fisher et al.,
1999]. O-GlcNAc proteins were enriched on
agarose beads-coupled WGA, run on SDS–
PAGE, transferred and stained with the anti-
b-catenin antibody. As shown with the RL2
antibody (Fig. 6B), after WGA-enrichment, b-
catenin was better detected in mature oocytes
(M-phase) compared to immature oocytes (G2-
phase). LiCl, also known as a GSK-3b inhibitor,
was used to accumulate b-catenin [Hedgepeth
et al., 1997; Davies et al., 2000; Davies et al.,
2001]. When oocytes were treated with LiCl, we
found greater amounts of glycosylated b-cate-
nin both in mature and immature oocytes. To
confirm that the identity of the 97 kDa-protein
was actually b-catenin, we performed immuno-
precipitations with the anti-O-GlcNAc RL2
antibody on immature and mature extracts.
The immunoprecipitated proteins were sepa-
rated on a 10% SDS–PAGE, electrotransfered
on nitrocellulose and stained with an anti-b-
catenin antibody (Fig. 6C). These immunopre-
cipitations clearly showed the accumulation of
b-catenin during the maturation process and

Fig. 5. Effects of free GlcNAc injection on the cytological
events of the maturation. In this experiment, oocytes were fixed 4
h after control oocytes reached the GVBD50 stage. A: Galactose-
injected oocytes showing the usual aspect of mature oocytes with
a polar body and a metaphase spindle with condensed chro-
mosomes (arrows). B: Free GlcNAc injected oocytes showing a
metaphase II status as in A. This was observed in 50% oocytes.
C: Free GlcNAc injected oocytes with an unachieved matura-
tion. Here is shown an example with a metaphase I spindle with
condensed chromosomes but no polar body. Chr., condensed
chromosomes; P.B., polar body; Sp., spindle. bar represents
50 mm.
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concomitantly its O-GlcNAc glycosylation. This
identification of b-catenin prompted us to make
a further experiment. It seemed particularly
interesting to investigate into the inhibition of

the b-catenin phosphorylation on the O-GlcNAc
glycosylation of the protein. These points un-
ambiguously demonstrate that the 97 kDa
glycosylated protein is b-catenin.

Fig. 6. Inhibition of protein synthesis and identification of the
97 kDa protein as b-catenin. A: Maturation was performed in the
presence of the protein synthesis inhibitor, cycloheximide (CHX)
and was triggered using microinjection of GST-Cdc25A. Oocytes
were analyzed 5 and 7 h after the injection (A). A: Left panel
represents the WGA staining as described in Figure 1A whereas
the right panel represents the ponceau red staining. Cdc25
injection induced an increase in the O-GlcNAc glycosylation
as was previously observed with progesterone. Except for the
97 kDa protein, the glycosylation was independent from the
protein synthesis as CHX had no effect on it. B: Anti-b-catenin

staining. b-catenin was strongly detected in the WGA-enriched
fraction, proving that b-catenin was still present after WGA
precipitation. The GSK-3b inhibitor, LiCl, induced an increase in
the amount of b-catenin which was observed not only in total
homogenates but also following WGA enrichment (G2, imma-
ture oocytes; M, mature oocytes). C: Immunoprecipitation was
performed with the anti-O-GlcNAc antibody (RL2) on the two
extracts (G2 and M), the bound proteins were separated on a 10%
SDS–PAGE, electroblotted onto nitrocellulose and then stained
with the anti–b-catenin.
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DISCUSSION

The aim of this study was to investigate into
the O-GlcNAc level of cellular proteins during
Xenopus oocyte maturation. Xenopus oocytes
were widely used to study the regulation of
the M-phase entry that is triggered by well-
characterized and well-conserved pathways
of phosphorylations and dephosphorylations
[Nebreda and Ferby, 2000]. Several reports
have suggested that phosphorylation could be
antagonized on the same site, or on an adjacent
site, through O-GlcNAc glycosylation [Torres
and Hart, 1984; Comer and Hart, 2000; Comer
and Hart, 2001]. Hence, resumption of meiosis
in oocytes, according to the phosphorylation/
dephosphorylation cascade, might be accompa-
nied by amodulation of theO-GlcNAc content of
individual proteins, which could play a part in
the cell cycle progression.

Unexpectedly, we observed that progester-
one-induced oocyte maturation is correlated
with an increase of O-GlcNAc glycosylation.
Indeed,whenWesternblotswere analyzed after
WGA staining, several proteins exhibited an
increase in their O-GlcNAc glycosylation in
M-phase (mature) oocytes versus G2-phase
(immature) ones. The major changes were
mainly shown by two proteins of 66 and of 97
kDa (the O-GlcNAc glycosylation for these two
proteins was confirmedwith the RL2 antibody).
These observations were confirmed by gas
phase chromatography, which showed a global
increase in the O-GlcNAc content in mature
oocytes (�4.51� 0.32). This increase may be
partly due to an increase in the O-GlcNAc
transferase (OGT) activity: measurements per-
formed on the OGT activity have shown a slight
increase in this activity during the maturation
process (datanot shown). Similar changes in the
O-GlcNAc content were observed when the M-
phase entry was triggered by themicroinjection
of Cdc25 that is a direct activator of p34Cdc2.
The importance of the O-GlcNAc glycosylation-
mediated phenomenon for oocyte maturation
was strongly suggested by the noticeable delay
observed in the maturation process following
the microinjection of free GlcNAc (4 h delay).

The conclusion drawn from these results
seems to disagree with a competition between
phosphorylation and O-GlcNAc for the same
sites. Indeed, since maturation is mainly asso-
ciated with a burst in phosphorylation due to
the activation of many kinases (Mos, MEK1,

p42Erk2, p90rsk, p34Cdc2, Cdc25C, Plx1, Plkk1;
for review, see [Nebreda and Ferby, 2000]), we
could have expected to observe a decrease in the
O-GlcNAc content. However, such a conclusion
should be qualified. First, because the analyses
that were performed during time-course experi-
ments showed that the changes in O-GlcNAc
were rather complex. For instance, a protein of
30 kDa showed a transient decrease in its O-
GlcNAc glycosylation. Secondly, even if a burst
of phosphorylation accompanies G2/M transi-
tion inXenopus oocytes, kinases such as PKA or
GSK-3b have to be inhibited for cell cycle
progression [Maller and Krebs, 1977; Fisher
et al., 1999]. Interestingly, we characterized the
protein of 97 kDa as b-catenin. In immature
oocytes, when b-catenin is phosphorylated by
GSK-3b, this protein is degraded by an ubiqui-
tin ligase-proteasome system [Aberle et al.,
1997; Orford et al., 1997]. Following the proges-
terone stimulation, GSK-3b is inhibited, b-
catenin is synthesized but no longer proteolysed
and it consequently accumulates [Fisher et al.,
1999]. Later, b-catenin accumulates on the
future dorsal side of the Xenopus embryo
due to the two-cell stage [Larabell et al., 1997].
We found high amounts of glycosylated b-
catenin in mature oocytes as well as following
treatments with the GSK3 inhibitor, LiCl. This
result confirmed the O-GlcNAc glycosylation of
b-catenin recently reported in MCF-7, MDA-
MB-468, and MDCK cells as well as in 3T3-L1
adipocytes [Zhu et al., 2001; Vosseler et al.,
2002]. In the oocyte, the increase in the O-
GlcNAc content resulted from the accumulation
and stabilization of the protein as was demon-
strated by experiments using cycloheximide.
This apparent correlation between the glycosy-
lation of b-catenin and its stabilization is in line
with the O-glycosylation of the Sp1 transcrip-
tion factor since it was demonstrated that
reduced O-GlcNAc of Sp1 increased the protea-
somesusceptibility [HanandKudlow, 1997]. So,
at least in the case of b-catenin, the increase in
O-GlcNAc might be correlated to a decrease in
phosphorylation.

We assumed that O-GlcNAc could promote
interactions between several components re-
quired for the G2/M transition and subsequent
cytological events during oocyte meiosis. These
interactions could be disturbed by the presence
of high amounts of freeGlcNAc in the oocyte and
a similar approachwas used by Fang andMiller
[2001]. Such a role for the modulation of the
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protein–protein interaction by O-GlcNAc has
already been suggested. For example proteins
that link the cytoskeleton to cellular mem-
branes are O-GlcNAc modified but the exact
function of O-GlcNAc in these interactions
remains obscure [Hagman et al., 1992; Cole
andHart, 1999]. The best-known example is the
interaction between Sp1, the TATA-binding-
protein-associated factor (TAF110) and holo-
Sp1. It was suggested that the removal of O-
GlcNAc froman interactiondomainwasa signal
for the protein association [Roos et al., 1997]. In
this example O-GlcNAc may thereby prevent
untimely and ectopic interactions. Conversely,
our findings suggest that O-GlcNAc promotes
protein–protein interactions that are involved
in the cell cycle kinetic but not in spindle mor-
phogenesis, nor chromosomes condensation.
As a conclusion, this study provides new

evidence of the dynamic feature of the O-
GlcNAc glycosylation during a cellular process
and particularly during the cell cycle. Further
experiments are required to investigate into
the role of the O-glycosylation-phosphorylation
balance in the cell cycle control. The role of O-
GlcNAc might be important not only in the
resumption ofmeiosis but also in the events that
followmaturation: fertilization and early devel-
opment. So, the role of the O-glycosylation of b-
catenin is interesting since it is an important
factor in the Wnt signaling pathway [Akiyama,
2000].
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