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Résumé 

 

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

la micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures. La stimulation hormonale déclenche 

les activations simultanées du MPF et de la voie p39Mos-Xp42Mpk1. Par contre, la micro-

injection de cytoplasme d’ovocytes matures entraîne la seule activation de la boucle d’auto-

amplification du MPF puis l’activation de la voie p39Mos-Xp42Mpk1, ce qui permet d’étudier 

séparément ces deux voies. Nous montrons, par l’utilisation d’inhibiteur de Mek ou 

d’antisens dirigés contre p39Mos , que la cinétique de la GVBD induite par micro-injection de 

cytoplasme dépend de l’accumulation de p39Mos. 

Les effets de variations physiologiques de pH ont été étudiés dans différentes conditions de 

stimulation de la reprise méiotique : progestérone, micro-injection de cytoplasme ou de 

MAPK constitutivement active. Différentes stratégies ont été utilisées pour modifier le pHi 

(NH4Cl, micro-injection de tampon à différents pH, modification du pHe). Nos résultats 

mettent en évidence que les événements précoces de l’activation du MPF et de la voie 

p39Mos-Xp42Mpk1 sont accélérés par l’alcalinisation intracellulaire et retardés par l’acidification 

intracellulaire alors que les mécanismes d’auto-amplification du MPF ne sont pas sensibles 

aux variations de pHi. Cependant, l’activation de la voie p39Mos-Xp42Mpk1 par le MPF est 

retardée par l’acidification. De même, l’acidification retarde, voire inhibe, l’entrée en phase 

M induite par micro-injection de MAPK constitutivement active. 

Nous montrons également que le NH4Cl provoque une augmentation de calcium qui 

participe au retard de la GVBD induit par l’acidification.  
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Summary 

 

Meiosis resumption in Xenopus oocyte can be stimulated by progesterone or by egg 

cytoplasm micro-injection. Hormonal stimulation triggers simultaneous activations of MPF 

and p39Mos-Xp42Mpk1 pathways. In contrast, egg cytoplasm micro-injection results only in MPF 

auto-amplification loop and following p39Mos-Xp42Mpk1 pathway activations. These two 

conditions allowed us to study separately these three pathways. We showed, by using Mek 

inhibitor or antisens against p39Mos, that egg cytoplasm-induced GVBD kinetic is dependent 

upon p39Mos accumulation. 

Effects of physiological pHi variations were studied in different conditions of meiotic 

resumption stimulation: progesterone, egg cytoplasm micro-injection and constitutively 

active MAPK micro-injection. Changes of pHi were induced by NH4Cl, micro-injection of buffer 

at different pH, pHe changes. Our results highlight that the early events of maturation (MPF 

and p39Mos-Xp42Mpk1  activations) are accelerated by intracellular alcalinisation and are 

delayed by intracellular acidification. Even though MPF auto-amplification is pH-independent, 

the MPF induced-p39Mos-Xp42Mpk1 activation is pH-dependent. Thus acidification induced a 

delay, even prevented, constitutively active MAPK-induced M phase entry. 

Finally, we showed that NH4Cl induces calcium increase that contributes to pH-dependent 

GVBD delay.  
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Chapitre I : Le pH : définition, régulation et rôle 

dans la cellule 

 

L’individu est constitué « d’unités cellulaires » morphologiquement individualisées qui 

sont intégrées dans un ensemble « pluricellulaire » dynamique : l’organisme. L’organisme 

réagit via des réactions complexes mais coordonnées, afin de se maintenir dans un « état 

stationnaire » normal. Ce maintien de l’état normal porte le nom d’homéostasie (stasis : 

état ; homios : égal, semblable à). L’homéostasie cellulaire est complexe, elle intègre des 

informations venant des cellules voisines aussi bien que des signaux intracellulaires variés. A 

l’échelle cellulaire, le contrôle homéostasique via la transmission/perception de messages 

implique, de manière directe ou indirecte, la membrane plasmique qui permet de contrôler le 

milieu intérieur. Le potentiel hydrogène ou pH participe à ces mécanismes de contrôle. 

Depuis plusieurs années, de nombreuses études ont mis en évidence que le pH 

intracellulaire, ou pHi, joue un rôle crucial dans de nombreux processus cellulaires. L’ion 

hydrogène, à l’instar du calcium qui joue le rôle de messager secondaire, pourrait moduler la 

transduction des signaux cellulaires. 

 

I.1- Définition de la notion de pH 

 

En 1909, le pHi a été établi par Sörensen comme égal à la valeur de -log10 [H3O
+
]. 

Comme pour la plupart des potentiels liés à la vie cellulaire, les valeurs physiologiques du pHi 

sont maintenues dans d'étroites limites comprises généralement entre 6.8 et 7.2 (Putnam, 

1995). L’homéostasie protonique est régulée par de nombreux systèmes tampons et des 

mécanismes de transport au niveau de la membrane plasmique, permettant un équilibre 

entre l’entrée et la sortie de protons dans la cellule. La redondance des processus mis en 

œuvre dans le contrôle du pHi souligne l’importance de l’homéostasie protonique pour la 

cellule.  

 

 

 

 

 



Figure 1 : Principaux mécanismes impliqués dans la régulation du pHi
Il existe différents mécanismes impliqués dans la régulation du pHi : les échangeurs dépendant 
des ions HCO3

-, les échangeurs H+/cations et les pompes à protons. Le pHi résulte de l’activité
de ces différentes protéines (d’après Putnam, 1995).
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I.2- Mécanismes régulateurs du pHi 

 

Il existe au sein de la cellule différents systèmes qui permettent de maintenir le pHi à 

des valeurs physiologiques : des systèmes tampons et des mécanismes de transports de l’ion 

hydrogène. 

 

I.2.1- Les mécanismes tampons 

 

Le pouvoir tampon est un ensemble de systèmes qui prévient de brusques et 

importantes modifications du pHi. Ces systèmes sont constitués de substances capables de 

consommer (bases) ou de donner (acides) des protons lorsque le pHi varie. Les tampons 

présentent l’inconvénient de ne fonctionner que dans des intervalles restreints de pH. De 

nombreux systèmes biologiques accumulent de petites molécules qui peuvent avoir le rôle de 

tampon. Généralement, leurs propriétés varient peu en fonction de leur état d’ionisation. 

Chez les mammifères, le principal tampon du plasma est constitué par les groupes 

phosphates libres.  

En plus de l’action des systèmes tampons, la cellule présente au niveau de la 

membrane plasmique plusieurs mécanismes de transport d’équivalents acides ou basiques.  

 

I.2.2- Les mécanismes de transport des protons 

 

Les principaux transporteurs cellulaires des acides/bases sont : les échangeurs 

protons/cations, les transporteurs dépendant de HCO3
- et les pompes à protons (Figure 1). 

 

I.2.2.1- Les échangeurs protons/cations 

Parmi les échangeurs protons/cations, le mieux connu est l’échangeur sodium/proton 

(NHE pour Na+/H+ exchanger) qui représente une des voies majeures de sortie des ions 

hydrogènes dans de nombreux types cellulaires. Dans les conditions physiologiques, cette 

protéine membranaire couple l’entrée d’un ion sodium à la sortie d’un proton. Cet échangeur 

préserve d’une acidification excessive du cytoplasme. En absence de sodium extracellulaire, 

le fonctionnement de l’échangeur est inversé, provoquant alors une acidification 

intracellulaire (Paris et Pouysségur, 1983). Actuellement, six isoformes ont été identifiées 

(NHE1 à NHE6).  
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Figure 2 : Structure de l’échangeur sodium/proton de type 1

Le NHE 1 humain est une protéine de 91 kDa constituée de 815 acides aminés. La région N-
terminale est hautement conservée chez les différents NHE. Les segments transmembranaires 
sont impliqués dans la translocation des protons, la modulation allostérique de l’échangeur par 
les protons et la liaison aux drogues. Le premier segment transmembranaire est glycosylé. La 
partie C-terminale présente différents domaines qui sont responsables de la régulation de 
l’échangeur par le pHi, par le calcium intracellulaire, par la phosphorylation, par l’ATP, par 
l’interaction avec d’autres protéines et par des stimulus mécaniques comme le volume cellulaire 
(d’après Ritter et coll., 2001).
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Le NHE1 est exprimé de manière ubiquitaire dans l’organisme et joue un rôle central 

dans la régulation du pHi  (Orlowski et Grinstein, 1997 ; Counillon et Pouysségur, 2000 ; 

Figure 2). L’activité du NHE1 peut être régulée par différents mécanismes. Dans le 

compartiment intracellulaire, l’échangeur présente un site régulateur sensible au pH qui 

permet de réguler l’échange sodium/proton en fonction du pHi (Paris et Pouysségur, 1984). 

Ce site régulateur se trouve dans un état protoné lorsque la concentration en ions 

hydrogènes dans le cytoplasme est élevée et dans un état déprotoné à pH normal. Ainsi, 

l’activité de l’échangeur est quasi nulle lorsque le pHi est compris entre 7.00 et 7.40, mais 

sous l’effet d’une acidification intracellulaire, l’échangeur est activé. Différentes classes de 

récepteurs à la surface de la cellule peuvent également réguler l’activité de l’échangeur 

comme les récepteurs tyrosine kinase, les récepteurs couplés à des protéines G et les 

récepteurs intégrines. Le signal émis par le récepteur, à travers un réseau de voies de 

signalisation, induit des modifications dans le domaine régulateur C-terminal cytoplasmique 

du NHE1. Ces modifications incluent des phosphorylations, des liaisons à des protéines 

régulatrices et des changements conformationnels qui régulent l’échange sodium/proton à 

travers un changement d’affinité du site de transport des ions hydrogènes (pour revue, 

Putney et coll., 2002).  

La voie des récepteurs à activité tyrosine kinase, aboutit à l’activation du NHE1 via 

p21Ras et la voie MAPK-Erk2 (Mitogen-Activated Protein Kinase - Extracellular Regulated 

protein Kinase 2 ; Hagag et coll., 1987 ; Maly et coll., 1989). La phosphorylation du NHE1 

par cette voie se fait par l’intermédiaire de la protéine p90Rsk (p90 Ribosomal S6 subunit 

protein Kinase) activée par MAPK-Erk2 (Takahashi et coll., 1999). Les récepteurs couplés aux 

protéines G provoquent l’activation des PKC qui phosphorylent l’échangeur. Il existe 

également une voie indépendante de la PKC qui requiert l’augmentation du calcium 

intracellulaire et l’activation de la Ca2+-calmoduline qui interagit directement en modifiant la 

conformation et l’activité de l’échangeur (Bertrand et coll., 1994). Deux classes d’agents 

pharmacologiques sont connues pour inhiber l’activité du NHE1 : l’amiloride (et ses dérivés) 

et les benzoylguanidines (et ses dérivés ; Counillon et coll., 1993 ; Scholz et coll., 1995). 

Les isoformes NHE2, NHE3 et NHE4 ont une distribution plus limitée et sont 

majoritairement exprimées dans les reins et l’appareil digestif (Orlowski et coll., 1992 ; Tse 

et coll., 1993 ; Bai et coll., 1999 ; Moe, 1999). L’isoforme NHE5 est principalement exprimée 

dans le cerveau (Klanke et coll., 1995 ; Attaphitaya et coll., 1999). NHE6, dernière isoforme 

à avoir été identifiée, est localisée exclusivement dans les mitochondries. Son expression est 
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élevée dans les tissus qui ont un métabolisme important tels que le cerveau, le cœur et les 

muscles squelettiques (Numata et coll., 1998).  

L’autre transporteur de cations/protons est l’échangeur K+/H+. Cet échangeur couple 

la sortie d’un ion potassium contre l’entrée d’un proton dans la cellule et conduit à une 

acidification intracellulaire.  

 

I.2.2.2- Les transporteurs dépendant de HCO3
- 

Il existe trois types de transporteurs capables d’affecter le pHi et de transporter les 

ions HCO3
- ou des espèces apparentées comme C03

2- : l’échangeur Cl-/HCO3
-, l’échangeur 

(Na+ + HCO3
-)/Cl-, le co-transporteur Na+/HCO3

-. 

L’échangeur Cl-/HCO3
-, également dénomé AE (pour Anion Exchangeur), a surtout été 

étudié dans les globules rouges. Dans des conditions physiologiques, cet échangeur couple la 

sortie d’un ion HCO3
- à l’entrée d’un ion Cl- dans la cellule. Cet échangeur présente 

différentes isoformes : AE1, AE2 et AE3. Le gène codant AE1 est majoritairement exprimé 

dans les érythrocytes. AE2 est détectée dans différents organes et plus particulièrement dans 

les reins et les cellules lymphatiques (Alpern et coll., 1988 ; Wang et coll., 1996). AE3 est 

exprimé au niveau du tissu cardiaque des vertébrés et dans le système nerveux central des 

mammifères (Kopito et coll., 1989 ; Raley-Susman et coll., 1993).  

AE1, AE2 et AE3 sont sensibles au pHi (pour revue, Pucéat, 1999), d’autres facteurs 

peuvent moduler l’activité de ces échangeurs, notamment leur phosphorylation par des 

tyrosines kinases (Yannoukakos et coll., 1991). Leur activité peut être inhibée par les dérivés 

du stilbène comme le SITS ou le DIDS (Lee et coll., 1991). 

L’échangeur (Na+ + HCO3
-)/(Cl-+ H+) a d’abord été décrit comme un système de 

transport régulant le pHi dans le système nerveux des invertébrés et dans les préparations 

musculaires, mais il est présent dans bien d’autres types cellulaires. Cet échangeur est 

responsable de l’entrée d’un ion Na+ et d’un ion HCO3
- dans la cellule contre l’extrusion d’un 

ion hydrogène et d’un ion chlore (Russel et Boron, 1976 ; Boron et Boulpaep, 1983). 

L’échangeur (Na+ + HCO3
-)/(Cl-+ H+) est responsable d’une augmentation du pHi.  

Le co-transporteur Na+/HCO3
- a été originellement identifié dans les cellules rénales 

épithéliales (Boron et Boulpaep, 1983). Il permet l’échange d’un ion Na+ contre 2 ou 3 ions 

HCO3
-. Le nombre d’ions HCO3

- échangé et le sens du transport varient selon le type 

cellulaire (Planelles et coll., 1993 ; Seki et coll., 1993).  

 

 



Figure 3 : Processus cellulaires affectés par une augmentation du pHi

L’alcalinisation intracellulaire est une des caractéristiques de la cellule cancéreuse. Différents 
mécanismes associés à la transformation néoplasique sont affectés par l’augmentation du pHi 
(d’après Harguidey et coll., 2005).

augmentation du pHi 
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I.2.2.3- Les pompes à protons 

Il existe différents types de pompes à protons, parmi elles, les ATPases de type P 

(plasmatiques) comme la H+/K+ ATPase et les ATPases de type V (vacuolaires), qui peuvent 

également être détectées au niveau de la membrane cellulaire. Ces pompes sont impliquées 

dans la régulation du pHi en expulsant dans le milieu extérieur des ions hydrogènes 

consécutivement à l’hydrolyse d’une molécule d’ATP. 

L’activité de ces différentes protéines est responsable du maintien du pHi à des 

valeurs physiologiques. La régulation du pHi est fondamentale pour la cellule puisqu’il 

apparaît que de nombreux processus cellulaires sont affectés par des changements de pHi. 

  

I.3 - pHi et prolifération cellulaire 

 

Le pHi affecte un grand nombre de processus cellulaires tels que le métabolisme, la 

synthèse d’ADN, la prolifération, l’expression des oncogènes ou encore la migration cellulaire 

(pour revue, Putnam, 1995 ; Harguindey et coll., 2005 ; Figure 3). Dans le cadre de cette 

thèse, nous nous sommes focalisés sur l’influence du pHi dans le contrôle de l’entrée en 

phase M. 

La liaison de ligand à des récepteurs mitotiques induit une augmentation rapide du 

pHi de 0.2 unités pH (Moolenaar et coll., 1983 ; Hesketh et coll., 1985). Roth et coll. (1983) 

ont suggéré que l’augmentation du pHi est l’effecteur primaire des différents changements 

associés à la division cellulaire. L’augmentation du pHi via l’activation du NHE joue un rôle 

central dans le développement de la réponse mitotique induite par différents facteurs de 

croissance (Putney et coll., 2002). L’inhibition du NHE par des dérivés de l’amiloride empêche 

la prolifération de différents types cellulaires en réponse à des facteurs mitotiques (Koch et 

Leffert, 1979 ; Pieri et coll., 1984 ; Pieri et coll., 1985). Des fibroblastes mutés, qui 

n’expriment plus le NHE, ne répondent pas à l’application de stimuli mitogènes (Pouysségur 

et coll., 1985). Les études les plus démonstratives sur l’influence du pHi dans les 

mécanismes de prolifération ont été obtenues par variations artificielles du pHi (utilisation de 

bases faibles ou variations du pH extracellulaire (pHe)). Dans des types cellulaires tels que 

les fibroblastes, l’augmentation du pHe est suffisante pour induire la synthèse d’ADN et 

stimuler la prolifération (Zetterberg et Engstrom, 1981 ; Szwergold et coll., 1989). Une étude 

plus récente a montré que l’expression des régulateurs du cycle cellulaire peut être modulée 

par des variations de pHi dans des fibroblastes de derme humain. Une diminution du pHe, 
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responsable d’une acidification intracellulaire, diminue l’expression des régulateurs du cycle 

cellulaire, comme les cyclines A2 ou B2, Cdk1 (Cyclin Dependent Kinase 1), et augmente le 

niveau d’expression des inhibiteurs du cycle cellulaire comme p57KIP2 (Bumke et coll., 2003). 

L’expression de la cycline B1 est diminuée dans des fibroblastes exprimant un NHE déficient 

alors que l’expression de Wee 1, inhibiteur de l’entrée en phase M, est augmentée (Putney et 

Barber, 2003). Ces résultats corroborent le fait qu’une diminution du pHi provoque l’arrêt de 

la progression du cycle cellulaire. 

L’alcalinisation intracellulaire est également nécessaire pour la prolifération des cellules 

animales consécutive à la stimulation par les oncogènes (Doppler et coll., 1987). La micro-

injection de p21Ras provoque une augmentation rapide et soutenue du pHi. L’amiloride 

supprime cette alcalinisation, ainsi que les mitoses induites par la micro-injection de p21Ras 

(Hagag et coll., 1987). L’expression de v-Mos dans des fibroblastes NIH 3T3 est également 

responsable d’une alcalinisation intracellulaire par activation du NHE (Doppler et coll., 1989). 

L’expression d’une pompe à protons de levure dans des fibroblastes de Souris provoque un 

effet oncogénique proportionnel à l’augmentation de pHi (Perona et coll., 1988). Reshkin et 

coll. (2000) montrent que l’expression de l’oncoprotéine E7 du papillomavirus dans des 

fibroblastes induit une alcalinisation intracellulaire ainsi qu’un phénotype transformé. Si 

l’augmentation de pHi est inhibée par un milieu de culture acide ou par l’inhibition du NHE, le 

phénotype n’est pas transformé.  

 

Ainsi, l’alcalinisation intracellulaire apparaît comme un mécanisme clef dans la 

transformation oncogénique. Elle est nécessaire pour le développement et le maintien d’un 

phénotype transformé. Toutefois, les liens entre le pHi et le cycle cellulaire ne sont pas 

clairement élucidés. 



Figure 4 : Phases et événements majeurs du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est constitué de 4 phases successives : la phase G1 (Gap ou Growth phase 1), 
la phase S (DNA synthesis), la phase G2 (Gap ou Growth phase 2) et la phase M (mitose). La 
phase G0 est un état de repos où la cellule ne se divise pas. Entre ces différentes étapes se 
situent des points de contrôle ou « check-point », qui ont pour but de vérifier l’intégrité de la 
transmission de l’ADN de la cellule mère vers les cellules filles 
(http://www.baclesse.fr/cours/fondamentale/4-division-cellulaire/Divis-1.htm.).
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Chapitre II :  Le cycle cellulaire 

 

Tous les organismes sont constitués de cellules qui se multiplient par division 

cellulaire. Un adulte possède environ 100 000 milliards de cellules, toutes originaires d’une 

même cellule, le zygote. La division cellulaire est un processus essentiel au développement 

embryonnaire, mais il est également vital durant toute la vie de l’organisme adulte. La 

division cellulaire est extrêmement complexe et est régulée par un grand nombre de 

protéines qui interviennent souvent très transitoirement et dans un ordre précis, permettant 

ainsi la succession des différentes étapes du cycle cellulaire.  

C’est au cours du XIX siècle qu’il a été établi que toutes les cellules d’un organisme, 

quel qu’il soit, proviennent d’autres cellules par les processus de division cellulaire. Jusque 

dans les années 1970, cytologistes et embryologistes ont décrit les différentes phases du 

cycle cellulaire en détail, sans savoir quels étaient les mécanismes de contrôle de la division 

cellulaire. A la fin des années 1980, la conception du cycle cellulaire a été bouleversé grâce 

aux travaux menés sur des modèles biologiques variés comme les levures, les embryons 

d’oursins, les ovocytes d’Amphibiens et d’Etoiles de mer. Ces recherches ont montré que la 

progression à travers les différentes phases du cycle cellulaire est universellement contrôlée 

par des variations d’activités de protéines kinases spécialisées. Ces travaux ont été 

couronnés par un prix Nobel de physiologie et de médecine, décerné en 2001, à Leland 

Hartwell, Tim Hunt et Paul Nurse.  

 

Ces mécanismes fondamentaux sont hautement conservés à travers l'évolution et 

opèrent de la même manière chez tous les organismes eucaryotes. 

 

II.1- Les différentes phases du cycle cellulaire 

 

Lorsqu’elles ne se divisent pas, les cellules sont dans un état de quiescence. Sous 

l’effet de signaux mitogènes, elles entament un cycle de division (Figure 4). Le cycle 

cellulaire est divisé en quatre phases G1, S, G2 et M. Au cours de la phase G1, les cellules 

passent le point de restriction qui les engagent de manière irréversible vers la division 

cellulaire. Durant la phase S, les chromosomes sont dupliqués par un processus semi-

conservatif. La phase M, préparée durant la phase G2, est composée de 5 phases (prophase, 

prométaphase, métaphase, anaphase, télophase) caractérisées par la morphologie des 

chromosomes et de l’enveloppe nucléaire. Durant la prophase, les chromosomes achèvent 



Figure 5 : Principales étapes permettant le passage de l’ovogonie au zygote chez le 
Xénope

L’ovocyte subit deux blocages au cours de son développement. Le premier blocage, en prophase 
I, est levé par une stimulation hormonale et permet la maturation ovocytaire. Le second blocage, 
en métaphase II, est levé par la fécondation et se poursuit par la caryogamie et le
développement embryonnaire.
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leur condensation et l’enveloppe nucléaire se rompt. Pendant la prométaphase, le fuseau se 

forme et les chromosomes débutent leur alignement. A la métaphase, les chromosomes sont 

définitivement alignés à équidistance des pôles du fuseau. La disjonction des chromosomes 

se produit pendant l’anaphase. Durant la télophase, les chromosomes migrent vers les pôles, 

le fuseau disparaît, les chromosomes se décondensent et la cytokinèse commence.  

 

II.2- Cas particulier : la reprise méiotique des ovocytes de 

Xénope 

 

L’ovocyte de Xénope est un modèle de choix dans l’analyse du déclenchement de la 

phase M. L’ovocyte subit la méiose, processus particulier de division cellulaire constitué de 

deux divisions successives (méiose I et méiose II) avec des arrêts physiologiques. Les deux 

divisions se succèdent sans interphase et sans phase de synthèse d’ADN. La reprise 

méiotique de l’ovocyte de Xénope, 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 (Figure 5). Lors de la fécondation, le spermatozoïde lève le blocage métaphasique et 

conduit à la formation d’un zygote diploïde. 

 

Durant l’ovogenèse, l’ovocyte accumule de nombreux éléments qui seront nécessaires 

pour la reprise méiotique et les premiers stades de développement.  
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Figure 6 : Les différents stades de l’ovogenèse chez le Xénope 
L’ovogenèse est divisée en 6 stades définis essentiellement par la taille et la pigmentation de 
l’ovocyte. 
 

 

 

 

 

 

Tableau 1: Caractéristiques des différents stades des ovocytes de Xénope (d’après Dumont, 
1972) 
 

stade  
I 

 
II 

 
III 

 
IV 

 
V 

 
VI 

 
taille 

(en µm) 
 

 
50-300 

 
300-450 

 

 
450-600 

 

 
600-1000 

 
1000-1200 

 
1200-1300 

 
apparence 

 
transparent 

 
opaque - 
blanc 

 
légèrement 
marron 

 
différence de 
pigmentation 
entre le pôle 
animal et 
végétatif 

 

 
hémisphères 
clairement 
délimités 

 
anneau 

équatorial 
non 

pigmenté 

 

 

Stade         I        II        III          IV               V VIStade         I        II        III          IV               V VI

1 mm1 mm
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Chapitre I : L’ovogenèse  

 

L’ovogenèse se réalise en plusieurs étapes, entrecoupées de longues périodes de 

pauses. Les ovocytes d’Amphibiens de stade VI sont bloqués en prophase I, au stade 

diplotène, pendant plusieurs mois, jusqu'à ce qu’ils reçoivent un signal hormonal qui lève le 

blocage. L’ovogenèse a lieu dans l’ovaire qui s’organise en sacs délimités par du tissu 

épithélial et conjonctif renfermant des milliers d’ovocytes à différents stades de 

développement. Par convention, six stades de développement ont été définis, principalement 

en fonction de la taille et de la pigmentation de l’ovocyte (Dumont, 1972 ; Tableau 1, Figure 

6). Durant l’ovogenèse, l’ovocyte croît en taille et accumule des réserves en préparation de la 

fécondation et des premiers stades de division.  

 

I.1- Accumulation des réserves vitellines et des mitochondries 

 

L’accumulation des réserves vitellines débute à partir du stade III et s’arrête lorsque 

les ovocytes deviennent sensibles à la progestérone. Le précurseur de la vitellogénine est 

produit dans le foie sous contrôle hormonal. Il est amené par la circulation sanguine au 

niveau de l’ovocyte où il se fixe sur son récepteur, présent à la surface de l’ovocyte, puis le 

complexe vitellogénine-récepteur pénètre dans l’ovocyte par endocytose. Le précurseur de la 

vitellogénine peut représenter jusqu’à 80% des protéines de l’ovocyte. Son entrée dans 

l’ovocyte est en grande partie responsable de l’augmentation de volume de celui-ci durant 

les derniers stades de la croissance ovocytaire. Les vésicules contenant la vitellogénine sont 

d’abord localisées à la surface de l’ovocyte en raison de l’endocytose, puis fusionnent avec 

des corps multivésiculaires pour former les plaquettes vitellines où le précurseur est clivé en 

lipovitelline et phosphovitelline. La fusion et la croissance des plaquettes vitellines se 

produisent durant toute la vitellogenèse. La taille des plaquettes vitellines augmente durant 

la croissance de l’ovocyte. Elles sont réparties selon un gradient centripète et un gradient 

pôle animal - pôle végétatif. En périphérie, les plaquettes vitellines jeunes ont un volume 

moins important que les plaquettes vitellines âgées, localisées préférentiellement au pôle 

végétatif. 

Durant l’ovogenèse, l’ovocyte accumule également un grand nombre de 

mitochondries. L’ovocyte contient approximativement 105 fois plus de mitochondries qu’une 

cellule somatique. Les mitochondries s’agrègent temporairement pour former un corps 

sphérique unique adjacent à la membrane nucléaire appelé corps de Balbiani ou nuage 
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mitochondrial. L’analyse microscopique de ces structures révèle que les mitochondries sont 

associées à des éléments cytosquelettiques et à des structures golgiennes. Cette structure 

est particulièrement visible dans l’ovocyte de stade I et se fragmente dans l’ovocyte de stade 

II. Les fragments se regroupent en deux populations : une population qui reste localisée 

dans la région périnucléaire et qui peut être redistribuée ultérieurement dans tout le 

cytoplasme, et une population qui migre au niveau du cortex végétatif. Cette dernière 

population est retrouvée au niveau des cellules germinales primordiales de l’embryon en 

développement.  

 

I.2- Condensation des chromosomes et synthèse d’ARN 

 

Entre les stades I et III, les chromosomes se décondensent et prennent leur aspect 

de chromosomes en écouvillon. Leur extension est maximale entre les stades I et III, 

indiquant une activité transcriptionnelle maximale. Au stade IV, les chromosomes en 

écouvillon se rétractent pour se condenser aux stades V et VI. Dès le stade II, la synthèse 

des ARN ribosomaux débute pour atteindre un maximum aux stades III et IV. La synthèse 

des molécules d’ARNr est beaucoup plus importante dans l’ovocyte (3.105 molécules/ 

seconde) que dans une cellule somatique (10 à 100 molécules/seconde). Les ARNr sont 

accumulés durant toute l’ovogenèse. Dès le stade III, la totalité des ARNr est présente dans 

l’ovocyte et les synthèses d’ARN ultérieures interviennent pour compenser la dégradation des 

ARN. La quantité totale des ARNm est constante entre les stades III et VI. Au stade VI, le 

taux de transcription diminue pour atteindre la moitié de son taux maximal. 

Les séquences qui régulent la localisation des ARNm sont généralement localisées 

dans la région 3’ UTR (3’-Untranslated Region) des ARNm. Chez le Xénope, la synthèse des 

ARNm localisés dans le cortex végétatif se fait en deux vagues successives séparées dans le 

temps (Forristall et coll., 1995 ; Kloc et Etkin, 1995). Les ARNm synthétisés précocément, tel 

que Xcat-2, sont distribués uniformément dans le cytoplasme au début du stade I. Dès la fin 

du stade I, les ARNm se trouvent associés au nuage mitochondrial et au stade II, ils sont 

localisés au niveau du cortex végétatif (Zhou et King, 1996). La localisation des ARNm 

synthétisés précocément ne ferait pas intervenir les microtubules. Le traitement des ovocytes 

de stade I avec des drogues induisant la dépolymérisation des microtubules n’affecte pas 

leur localisation (Kloc et Etkin, 1995). La seconde vague de synthèse des ARNm, comprenant 

l’ARNm Vg1, débute lorsque les premiers ARNm synthétisés sont localisés au niveau du 

cortex.  
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I.3- Formation de l’enveloppe vitelline 

 

Les cellules folliculaires, présentes dès le stade I, établissent des contacts avec les 

ovocytes grâce à des microvillosités. Ces contacts sont ponctuels et forment des canaux 

cytoplasmiques permettant le passage de certaines molécules comme la vitellogénine. Au 

stade III, l’enveloppe vitelline, synthétisée par l’ovocyte, se dépose entre les cellules 

folliculaires et l’ovocyte. L’enveloppe vitelline est une enveloppe acellulaire constituée de 

glycoprotéines. Le contact entre l’ovocyte et les cellules folliculaires persiste grâce aux 

microvillosités qui traversent l’enveloppe vitelline. Au niveau de ces microvillosités existent 

des jonctions communicantes (Browne et coll., 1979). 

 

I.4- Migration des granules corticaux et pigmentation de 

l’ovocyte 

 

Les granules corticaux, petites vésicules remplies de glycoprotéines délimitées par 

une membrane, sont localisés en périphérie du cytoplasme dans les ovocytes de stade II. Au 

cours de la croissance de l’ovocyte, les granules corticaux migrent en périphérie de l’ovocyte 

pour former une couche dense sous la membrane de l’ovocyte. Ils ont un rôle important lors 

de la fécondation, leur exocytose permet de former la membrane de fécondation qui est une 

barrière à la polyspermie. 

Les pigments se déposent au niveau du cortex dès le stade III. La zone corticale 

devient polarisée dès le stade IV, le cortex végétatif s’amincit probablement par étirement 

alors que dans la région animale, le cortex est plus épais. L’enzyme impliquée dans les 

premiers stades de la formation de la mélanine, la tyrokinase, n’est synthétisée qu’au début 

de la phase de croissance. D’abord localisée dans le trans-Golgi, elle est transférée dans les 

prémélanosomes lors de la mélanisation (Eppig et Dumont, 1974). Les granules corticaux 

sont disposés sous la membrane plasmique alors que les pigments sont disposés plus en 

profondeur dans le cortex.  

 



Figure 7 : Répartition des réserves 
dans un ovocyte immature de Xénope 
de stade VI en coupe méridienne

Dans un ovocyte immature de stade VI, les 
plaquettes vitellines sont majoritairement 
accumulées dans l’hémisphère végétatif, à
l’inverse, les différentes structures 
cytoplasmiques tels que les ARN et les 
mitochondries sont préférentiellement 
localisés dans l’hémisphère animal. 
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Figure 8 : Photographie d’un ovocyte immature de Xénope de stade VI en coupe
méridienne (d’après Hausen et Riebesell, 1991)
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Chapitre II : Caractéristiques de l’ovocyte de 

stade VI 

 

De grande taille, environ 1.2 mm, et d’un volume approximatif de 1 µl, l’ovocyte de 

Xénope de stade VI est de type hétérolécithe : il possède des réserves vitellines abondantes 

qui, si elles retardent la segmentation, ne l’empêchent pas. L’accumulation de plaquettes 

vitellines assure l’autonomie nutritive du futur embryon pendant une longue période.  

 

Le cytoplasme renferme également un grand nombre de ribosomes mais seuls 2% 

sont impliqués dans la traduction. Les autres ribosomes constituent un stock qui sera 

fonctionnel ultérieurement. De la même manière, seuls 20% des ARNm sont traductibles, la 

majorité des ARNm est liée à une série de protéines spécifiques et demeure non traductible. 

La plupart des composés cytoplasmiques (ARN, ribosomes,…) et le noyau sont excentrés 

dans l’hémisphère animal, à l’inverse, le vitellus est accumulé majoritairement dans 

l’hémisphère végétatif. Cette distribution crée ainsi deux gradients opposés qui polarisent la 

cellule (gradient vitellin et gradient de structures cytoplasmiques, Figure 7). 

 

Le noyau, également appelé vésicule germinative (VG), est beaucoup plus 

volumineux que le noyau d’une cellule somatique. Le diamètre de la vésicule germinative est 

d’environ 400 µm soit 40 à 50 fois la taille du noyau d’une cellule somatique. Elle renferme le 

nucléoplasme avec les chromosomes et le matériel nucléolaire. La vésicule germinative 

contient 18 paires de chromosomes (génome allotétraploïde), environ 1500 nucléoles qui 

renferment des copies des gènes codant les ARNr et de nombreuses protéines stockées qui 

seront utilisées ultérieurement lors du développement de l’embryon. Elle contient également 

des histones, des ARN polymérases, et des ADN polymérases. L’enveloppe nucléaire 

présente des pores nucléaires permettant le transport nucléaire (Figure 8). 

 

Les pigments sont spécifiquement localisés dans la région corticale. La densité des 

pigments est corrélée avec la polarité de l’ovocyte et confère à celui-ci une symétrie radiale : 

l’hémisphère animal est fortement pigmenté alors que l’hémisphère végétatif est faiblement 

pigmenté. Les ovocytes de stade VI sont caractérisés par la présence d’un anneau 

dépigmenté au niveau de la zone équatoriale. Le cortex est également riche en fibres 

d’actines qui pourraient intervenir dans la contraction de la région corticale se produisant 

après la fécondation. 
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Chapitre I : Stimulation de la reprise méiotique 

 

Différents types de stimuli peuvent induire la reprise méiotique dans les ovocytes de 

Xénope. 

 

I.1 - Les hormones stéroïdes 

 

I.1.1- La progestérone 

 

Chez les Amphibiens, la production de l’hormone gonadotrope par l’hypophyse 

stimule la synthèse et la sécrétion d’hormones stéroïdes, dont la progestérone, par les 

cellules folliculaires (pour revue, Jessus et Ozon, 2004). In vitro, l’incubation des ovocytes 

d’Amphibiens anoures (Masui, 1967 ; Schuetz, 1967 ; Smith et coll., 1968) et urodèles 

(Vilain, 1977), en présence de progestérone, induit la reprise méiotique. 

Dans les cellules somatiques, l’action de la progestérone se fait via une voie 

génomique. En liant un récepteur membranaire, elle active des voies de signalisation qui 

régulent, positivement ou négativement, la transcription des gènes contenant des éléments 

de réponse à la progestérone. Dans l’ovocyte de Xénope, l’action de la progestérone ferait 

également intervenir une voie non génomique impliquant un récepteur membranaire suivi de 

l’activation de différentes voies de signalisation.  

En effet, lorsque la progestérone est injectée dans les 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), elle n’induit jamais la reprise 

méiotique. A l’inverse, la progestérone couplée à des billes de haut poids moléculaire, non 

perméables à la membrane, déclenche la reprise méiotique (Baulieu et coll., 1978 ; Godeau 

et coll., 1978 ; Bandyopadhyay et coll., 1998). Seuls les ovocytes de stades V et VI sont 

compétents pour subir la reprise méiotique après stimulation hormonale (Dumont, 1972). 

Une des explications possibles serait la faible concentration en récepteurs à la progestérone 

présents au niveau de la membrane. La densité de récepteurs augmente fortement dans les 

ovocytes de stades V et VI, elle est six fois plus importante que dans les ovocytes de stade 

IV (Liu et Patino, 1993). 

Deux types de récepteurs à la progestérone (PR) chez Xenopus laevis ont été 

identifiés : XPR-1 (Tian et coll., 2000) et XPR-2 (Bayaa et coll., 2000). La micro-injection des 

ARNm de ce dernier augmente la sensibilité des ovocytes à l’hormone et accélère la reprise 
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méiotique induite par la progestérone (Bayaa et coll., 2000 ; Tian et coll., 2000). De plus, la 

micro-injection d’oligonucléotides antisens dirigés contre l’ARN endogène du récepteur inhibe 

la reprise méiotique. Cette inhibition peut-être supprimée par la micro-injection du récepteur 

purifié (Tian et coll., 2000). Cependant, ce récepteur est principalement cytoplasmique 

même si une fraction (5%) se trouve au niveau de la membrane plasmique (Bagowski et 

coll., 2001a). Il est possible que la progestérone agisse à travers d’autres récepteurs 

membranaires. Des travaux très récents montrent que la progestérone lie également le 

récepteur aux androgènes avec une forte affinité et conduit à la diminution de l’activité de la 

protéine Gβγ (Evaul et coll., 2006). 

Chez certains poissons téléostéens, la reprise méiotique peut être déclenchée par des 

hormones stéroïdes regroupées sous le nom de MIH (Maturation Inducing Hormone). Ces 

hormones agissent également via un récepteur membranaire (Nagahama, 1997). Chez la 

truite, l’ADNc a été cloné et sa modélisation informatique montre qu’il s’agit d’un récepteur à 

sept hélices transmembranaires. La protéine recombinante produite chez Escherichia coli 

présente un site unique, de haute affinité, saturable pour les progestines. Lorsque ce 

récepteur est exprimé dans des cellules de mammifère, il induit l’activation de la voie MAPK 

et l’inhibition de l’adénylate cyclase en réponse aux progestines (Zhu et coll., 2003). Chez 

plusieurs vertébrés, comme le Xénope, la Souris et l’Homme, des orthologues de ce 

récepteur ont été clonés. Ces gènes codent une protéine à sept domaines 

transmembranaires qui ne possède aucune homologie avec les récepteurs nucléaires des 

stéroïdes mais présente des caractéristiques de récepteurs couplés à des protéines G (Zhu et 

coll., 2003). 

In vitro, la progestérone est l’hormone la plus souvent utilisée pour stimuler la reprise 

méiotique. Cependant, d’autres hormones stéroïdes pourait être impliquées dans la reprise 

méiotique. 

 

I.1.2 - Les autres hormones stéroïdes 

 

In vitro, la  testostérone et la déoxycorticostérone seraient de meilleurs inducteurs de 

la GVBD (Germinal Vesicle Break-Down) (Blondeau et Beaulieu, 1984). La quantité de 

testostérone produite par les cellules folliculaires est plus importante que celle de la 

progestérone (Fortune et coll., 1975). Les androstérones, comme l’androsténedione, 

induisent la reprise méiotique à des concentrations identiques à celle de la progestérone, 

voire plus faibles que pour la testostérone (Lutz et coll., 2001). Lorsque les femelles sont 

injectées de gonadotropine, les concentrations sériques et ovariennes en testostérone et en 



Figure 9 : Contrôle hormonal de la reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope

L’hormone gonadotropique est secrétée par la glande pituitaire. Elle induit la production de 
progestérone qui est considérée comme la MIH (Maturation-Inducing Hormome) naturelle des 
cellules folliculaires d’amphibiens. La progestérone peut, soit lier son récepteur membranaire, 
soit pénétrer à l’intérieur de l’ovocyte pour lier son récepteur intracellulaire (Maller, 2003).

glande pituitaire

hormone

gonadotropique progestérone

GVBD

ovocyte de stade VIcellule folliculaire

récepteur membranaire à la progestérone
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androstènedione sont dix fois supérieures à celles en progestérone. L’ovocyte métabolise la 

progestérone en androstènedione lorsqu’elle est appliquée ou micro-injectée (Lutz et coll., 

2001).  

Ainsi, la progestérone stimule la reprise méiotique mais des métabolites dérivés de la 

progestérone pourraient également participer au déclenchement de la reprise méiotique. Un 

récepteur nucléaire aux androgènes (xAR) a été cloné dans les ovocytes. Cependant, 

l’inhibition de ce récepteur n’empêche pas la reprise méiotique, de même que l’inhibition de 

l’enzyme qui permet la conversion de la progestérone en androstènedione (Lutz et coll. 

2001). Evaul et coll. (2006) suggèrent que les androgènes, à faibles concentrations, lient le 

récepteur aux androgènes alors qu’à des concentrations élevées, les androgènes lient 

également les récepteurs à la progestérone. 

Des stratégies de clonages moléculaires ont montré la présence, dans l’ovocyte de 

Xénope, de l’ARNm codant le récepteur classique de la progestérone et de la testostérone 

(Bayaa et coll., 2000 ; Tian et coll., 2000 ; Lutz et coll., 2001). La présence des deux types 

de récepteurs dans l’ovocyte, membranaires et intracellulaires, suggèrent que des voies 

différentes pourraient être simultanément activées en présence de stéroïdes (Maller, 2003 ; 

Figure 9). 

 

I.2- Les facteurs de croissance 

 

I.2.1- L’insuline et l’IGF1 

 

In vitro, certains facteurs de croissance, comme l’insuline ou l’IGF1 (Insulin Growth 

Factor), stimulent la reprise méiotique des ovocytes, bien que 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). Ils agissent au travers de l’activation d’un récepteur membranaire à 

l’IGF1 qui reconnaît l’IGF1 et l’insuline (Hainaut et coll., 1991 ; Janicot et coll., 1991 ; Zhu et 

coll., 1998). 

La reprise méiotique stimulée par l’insuline est dépendante de l’activité de la protéine 

G monomérique p21Ras (Deshpande et Kung, 1987 ; Kor, et coll., 1987). Par ailleurs, la 

micro-injection d’une forme oncogénique constitutivement active de p21Ras stimule la reprise 

méiotique en absence de toute stimulation hormonale (Birchmeier et coll., 1985). 
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I.2.2- Les autres facteurs de croissance 

 

Différents facteurs de croissance sont capables de stimuler la reprise méiotique à 

condition que l’ARNm du récepteur soit exprimé dans l’ovocyte. Même si ces récepteurs ne 

sont pas endogènes, leurs voies de signalisation sont présentes et fonctionnelles dans 

l’ovocyte. Ainsi, le FGF (Fibroblast Growth Factor ; Browaeys-Poly et coll., 2000), l’EGF 

humain (Epidermal Growth Factor ; Opresko et Wiley, 1990) et le NGF (Nerve Growth 

Factor ; Nebreda et coll., 1991) peuvent induire la reprise méiotique des ovocytes. 



Figure 10 : Photographies d’ovocytes immatures et d’ovocytes matures de Xénope

L’ovocyte mature est caractérisé par la présence d’une tache de maturation au pôle animal.
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Chapitre II : Evénements cytologiques de la 

reprise méiotique 

 

II.1 - GVBD et formation du fuseau 

 

  Les événements cytologiques de la reprise méiotique sont visibles (sous loupe 

binoculaire) dans les heures qui suivent la stimulation hormonale. La vésicule germinative 

migre au pôle animal de l’ovocyte et se rompt selon un processus appelé GVBD. La migration 

de la vésicule germinative à l’apex de l’ovocyte est accompagnée d’une dépigmentation 

locale qui forme la tache de maturation (Figure 10).  

La rupture de l’enveloppe nucléaire commence à la base de la vésicule germinative 

(Figure 11). Le nucléoplasme se dissipe dans le cytoplasme environnant et le volume 

nucléaire devient de plus en plus réduit. Des analyses immunohistologiques révèlent que les 

protéines nucléaires se dispersent dans le cytoplasme en restant majoritairement dans 

l’hémisphère animal. Simultanément à la rupture de l’enveloppe nucléaire s’organise, à la 

face inférieure de la vésicule germinative où se trouve une zone dépourvue de plaquettes 

vitellines, un réseau de microtubule transitoire (TMA : Transient Microtubule Array) à partir 

d’un centre organisateur microtubulaire (MTOC : Microtubule Organizing Center). Le TMA 

migre ensuite rapidement vers le pôle animal (Huchon et coll., 1981 ; Gard, 1992). Un 

agrégat compact de microtubules dérivant du TMA prend une forme cylindrique pour former 

le fuseau de métaphase I.  

En raison de l’absence de centriole et de centrosome (Huchon et coll., 1981), le 

fuseau méiotique a un aspect différent du fuseau mitotique. Le fuseau s’oriente d’abord 

perpendiculairement à l’axe pôle animal - pôle végétatif puis pivote et s’oriente 

perpendiculairement à la membrane plasmique (Gard, 1992 ; Figure 12). Alors que le fuseau 

se met en place, les chromosomes se condensent progressivement. D’abord localisés dans la 

région basale du complexe TMA-MTOC, les chromosomes sont répartis en une plaque 

métaphasique lorsque le fuseau est perpendiculaire à la membrane. La première division de 

méiose s’achève par l’expulsion du premier globule polaire et la seconde division de méiose 

débute mais s’arrête en métaphase II. Un agrégat microtubulaire en forme de disque 

s’allonge pour organiser le fuseau bipolaire de métaphase II. Au centre de la tache de 

maturation, il est possible d’observer le premier globule polaire et l’extrémité du fuseau 

ancrée perpendiculairement dans la membrane plasmique. La division s’arrête en métaphase 

II, et l’ovocyte reste bloqué jusqu’à la fécondation.  
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Figure 11 : Evénements cytologiques associés à la reprise méiotique de l’ovocyte de 
Xénope (d’après Hausen et Riebesell, 1991)
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In vivo, les ovocytes matures sont libérés des cellules folliculaires dans la cavité 

péritonéale à partir de laquelle ils sont transportés dans l’oviducte pour être pondus. En 

passant dans l’oviducte, la gangue se dépose et un certain nombre de modifications au 

niveau de la membrane plasmique prépare l’ovocyte à son changement de milieu. La 

fécondation permettra d’achever la deuxième division de méiose et déclenchera le 

développement embryonnaire. 

 

II.2 - Organisation du fuseau 

 

Au cours de la division cellulaire, le fuseau joue un rôle essentiel dans la ségrégation 

du matériel génétique et sa répartition entre les cellules filles. L’organisation du fuseau est 

très complexe : un grand nombre de protéines sont associées aux microtubules afin de 

réguler leur assemblage ou leur démembrement. Les microtubules sont formés par 

l’association de dimères de tubulines α et β. La nucléation des microtubules, c'est-à-dire la 

formation de novo d’un microtubule, se produit au niveau du MTOC (Andersen, 1999).  

L’association des dimères de tubulines forme un protofilament et en permanence, il y 

a association et dissociation des dimères. Les microtubules sont orientés par rapport au 

MTOC, l’extrémité (-) de tous les microtubules du fuseau est tournée vers le MTOC, où la 

dépolymérisation est prédominante. L’extrémité (+), où la polymérisation est prédominante, 

est tournée vers l’équateur, elle entre en contact avec les chromosomes (Figure 13). 

L’auto-assemblage des microtubules implique l'hydrolyse d'un nucléotide : la 

guanosine triphosphate (GTP) est hydrolysée en guanosine diphosphate (GDP). Seules les 

tubulines avec le GTP s’ajoutent à un microtubule croissant. A l’intérieur des microtubules, le 

GTP est hydrolysé en GDP, ce qui conduit à une modification de la conformation de la 

tubuline. Cette transformation provoque l’instabilité mécanique et le désassemblage des 

microtubules.  

La polymérisation des microtubules est caractérisée par leur vitesse de croissance 

(« growth rate ») et leur dépolymérisation par leur vitesse de rétraction (« shrinkage rate »). 

La transition de la croissance vers la rétraction est appelée « catastrophe » et la transition 

inverse, de la rétraction vers la croissance est désignée par le terme de « sauvetage ». Ces 

deux transitions sont également caractérisées par leur fréquence et ces quatre paramètres 

reflètent la régulation de la polymérisation des microtubules dans la cellule (Andersen , 

1999). 

A l’heure actuelle, une seule famille de protéines est impliquée dans la stabilisation 

du fuseau : les MAP (Microtuble-Associated Proteins). Trois protéines ont été décrites 



Figure 12 : Organisation des microtubules et du fuseau de division durant la méiose 
de l’ovocyte de Xénope

D’après le site de Gard D.: 
http://froglab.biology.utah.edu/Oogenesis/Mature_egg/mature_egg.html. 

La GVBD débute au niveau basal de la vésicule germinative et coïncide avec l’apparition du 
MTOC. Les microtubules s’étendent dans le nucléoplasme à partir du MTOC pour former le 
TMA. Le complexe TMA-MTOC migre au pôle animal en emportant avec lui les chromosomes 
condensés dans le cortex animal. Au niveau du pôle animal, le complexe TMA-MTOC sert de 
précurseur au premier fuseau de division. Quatre étapes sont nécessaires. Le complexe se 
condense pour former un agrégat de microtubules et de chromosomes puis le fuseau établi un 
axe bipolaire. Ensuite, le fuseau s’allonge durant la prométaphase et s’oriente transversalement 
à l’axe animal-végétatif puis un des pôles du fuseau s’ancre au cortex.
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A la différence de l’interphase dans les cellules somatiques, les chromosomes condensés ne se 
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débute avec la formation d’un agrégat compact et non polarisé de microtubules et de 
chromosomes condensés. Le fuseau de seconde division s’allonge durant la prométaphase, 
s’ancre au cortex et subit une rotation pour se positionner parallèlement à l’axe pôle animal-
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chez le Xénope : Xmap230 (Vasquez et coll., 1994, 1999), Xmap310 (Andersen et Karsenti, 

1997), et Xmap215 (Vasquez et coll., 1994, Becker et coll., 2003). Leurs modes d’action 

diffèrent, Xmap230 prévient le phénomène de catastrophe et ralentit la vitesse de rétraction, 

Xmap310 augmente la fréquence de sauvetage alors que Xmap215 améliore la croissance de 

l’extrémité (+) des microtubules. 

L’identification des protéines de déstabilisation des microtubules est assez récente. 

Différents facteurs ont été identifiés comme la stathmine et des membres de la famille KinI. 

La stathmine est une oncoprotéine surexprimée dans certains cancers comme les carcinomes 

mammaires (Lawler, 1998 ; Curmi et coll., 2000). Son mode d’action semble varier en 

fonction du pHi (Andersen, 2000).  



Figure 13 : Formation et orientation des microtubules constituant le fuseau

(A) Un microtubule est constitué de 13 protofilaments formés par l’assemblage de dimères de 
tubuline. Les dimères libres de tubuline portant le GTP s’incorporent aux microtubules. Lorsque  
le dimère est incorporé au microtubule, le GTP est hydrolysé. Ainsi, le bout des microtubules 
portent des dimères chargés de GTP alors que la plupart des dimères formant le microtubule est 
liée au GDP. (B) L’extrémité (-) des microtubules est orientée vers le MTOC alors que l’extrémité
(+) est dirigée vers les chromosomes.
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Chapitre III : Evénements précoces de la reprise 

méiotique 

 

III.1 - Stimulation par la progestérone 

 

III.1.1- Diminution de l’AMPc et inhibition de la PKA 

 

L’AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique) est produit grâce à une protéine 

membranaire : l’adénylate cyclase. Celle-ci est régulée par deux protéines G : Gi et Gs. 

L’adénylate cyclase est stimulée lorsqu’elle fixe la sous-unité Gs-GTP et elle est inhibée si elle 

fixe la sous-unité Gi-GTP (Figure 14). Le taux d’AMPc dans la cellule est régulé à la fois par 

sa synthèse via l’adénylate cyclase mais aussi par sa dégradation via l’AMPc 

phosphodiestérase.  

Dans la cellule, l’AMPc agit sur les protéines kinases dépendantes de l’AMPc (PKA). 

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

catalytiques (C). Sous sa forme tétramérique, la PKA est dénuée d’activité enzymatique. La 

fixation de l’AMPc sur les chaînes régulatrices entraîne une dissociation du tétramère et les 

chaînes catalytiques phosphorylent alors des protéines cibles (Figure 15). 

Dans les minutes qui suivent l’application de la progestérone sur les ovocytes de 

Xénope, l’activité de l’adénylate cyclase est inhibée de 50% environ (Finidori-Lepicard et 

coll., 1981 ; Sadler et Maller, 1981) et le taux d’AMPc diminue de 20 à 80 % selon les 

diverses études publiées (Speaker et Butcher, 1977 ; Bravo et coll., 1978 ; 

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

16 ). Des agents qui activent l’adénylate cyclase, telles que les méthylxanthines, inhibent la 

reprise méiotique induite par la progestérone (O’Connor et Smith, 1976). De même, des 

inhibiteurs de phosphodiestérase, comme la théophylline et la papavérine, empêchent la 

reprise méiotique stimulée par la progestérone (Bravo et coll., 1978 ; Sadler et Maller, 1987).  

Les sous-unités Gsα et Gβγ joueraient un rôle crucial dans le maintien de l’arrêt en 

prophase des ovocytes. La micro-injection d’un anticorps dirigé contre la partie C-terminale 

de la sous-unité α de la protéine Gs, inhibant l’activité de cette dernière, entraîne la reprise 

méiotique en l’absence de progestérone (Gallo et coll., 1995). La surexpression de la 

sous-unité Gβ1 seule, ou associée à la sous-unité Gγ2, bloque la reprise méiotique stimulée 

par la progestérone (Lutz et coll., 2000 ; Sheng et coll., 2001). Cependant, certains travaux 

sont en désaccord avec ces résultats.  



Figure 14 : Activation de l’adénylate cyclase
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Cicirelli et coll. (1985) n’ont pas observé de diminution de l’AMPc durant la reprise 

méiotique. Le traitement des ovocytes par l’acétylcholine, qui diminue le taux d’AMPc, n’a 

aucune action maturante alors qu’un traitement par l’adénosine, qui augmente l’AMPc, induit 

la reprise méiotique (Gelerstein et coll., 1988). La micro-injection de la toxine pertussique, 

qui inhibe Gi, n’a aucun effet sur la GVBD (Goodhardt et coll., 1984 ; Olate et coll., 1984). 

La diminution du taux d’AMPc entraîne une diminution de l’activité de la PKA dans les 

ovocytes de Xénope après stimulation par la progestérone (Wang et Liu, 2004). La micro-

injection d’inhibiteurs de la PKA déclenche la reprise méiotique sans stimulation hormonale 

(Maller et Krebs, 1977). Les travaux de Maller et Krebs (1977) ont montré que la 

micro-injection d’une sous-unité catalytique constitutivement active de la PKA empêche la 

reprise méiotique alors que la micro-injection de la sous-unité régulatrice déclenche la 

reprise méiotique en absence de stimulation hormonale. La PKAc inhibe la reprise méiotique 

stimulée par la progestérone ou par la micro-injection de la protéine p39Mos alors qu’elle n’a 

pas d’effet sur la reprise méiotique induite par la micro-injection d’extrait de MPF (Daar et 

coll., 1993). Une étude récente montre que la réactivation artificielle de la PKA avant la 

GVBD inhibe la reprise méiotique stimulée par la progestérone. Sa réactivation artificielle, au 

moment de la GVBD ou après, n’empêche ni la progression méiose I-méiose II ni l’arrêt en 

métaphase II. Ainsi, certaines phases de la reprise méiotique pourraient être inhibées par 

l’activité de la PKA et d’autres non (Wang et coll., 2006). La PKAc pourrait inhiber l’activation 

du MPF en empêchant l’activation de Cdc25 (Matten et coll., 1994). 

La PKA pourrait intervenir en régulant le MPF par activation, directe ou indirecte, de 

Wee 1 (Rime et coll., 1992). Cdc25 contient deux sites de phosphorylation pour la PKA qui 

interviennent dans la régulation de son activité (Izumi et coll., 1992). In vitro, la PKAc 

phosphoryle Cdc25 sur le résidu sérine 287, ce qui induit sa séquestration par la protéine 

14-3-3. Dans les ovocytes immatures, ce résidu est phosphorylé, lorsque l’on ajoute la 

progestérone, la sérine 287 est déphosphorylée juste avant l’activation du MPF et l’entrée en 

phase M. La phosphorylation de ce résidu semble avoir un rôle important dans le maintien 

des ovocytes en phase G2. Lorsque la PKA est inhibée par des PKI, le résidu sérine 287 de 

Cdc25 est déphosphorylé. De plus, un mutant Cdc25 sur le résidu sérine 287 empêche la 

capacité de la PKA à maintenir l’ovocyte arrêté en phase G2 (Duckworth et coll., 2002). 

Cependant, d’autres travaux montrent que la micro-injection d’une sous-unité catalytique 

inactive de la PKA inhibe également la reprise méiotique. La PKA n’exercerait pas son activité 

inhibitrice via la phosphorylation de protéines cibles, mais via une activité de séquestration 

lors de la reprise méiotique (Schmitt et Nebreda, 2002). Ces travaux sont controversés par 

Eyers et coll. (2005) qui montrent que le mutant utilisé par Schmitt et Nebreda (K72R PKAc, 
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Figure 15 : Mécanisme d’activation de la PKA par l’AMPc

Sous sa forme tétramérique, la PKA est inactive car les protomères régulateurs obstruent le site 
catalytique des protomères catalytiques. La fixation de l’AMPc aux protomères régulateurs (R) 
provoque la dissociation des protomères catalytiques (C) qui peuvent phosphoryler divers 
substrats.
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Figure 16 : Activité de la PKA et variation de l’AMPc après stimulation de la reprise 
méiotique par la progestérone

Une des étapes précoces déclenchée par la progestérone est une diminution de la quantité d’AMPc et 
une diminution de l’activité de la PKA qui sont requises pour la reprise méiotique. L’inhibition de 
l’adénylate cyclase est réalisée soit par inhibition de la protéine Gs, soit par activation de la protéine 
Gi.
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2002) présente une faible activité résiduelle et qu’il pourrait se lier aux sous-unités 

régulatrices endogènes de la PKA et ainsi provoquer une libération des sous-unités 

catalytiques libres dans l’ovocyte. 

 

III.1.2- Hydrolyse des lipides membranaires 

 

Dans les cellules somatiques, les récepteurs couplés à certaines protéines G, Gq et 

Go, agissent sur le métabolisme des phosphoinositides. Les protéines G activent la 

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

1,4,5-triphosphate (IP3) et en diacylglycérol-diphosphate (DAG). L’IP3 diffuse au niveau du 

réticulum endoplasmique et conduit à la libération de calcium en se liant à son récepteur. Le 

DAG, qui reste associé à la membrane, a pour rôle principal d’activer une famille de protéines 

kinases associée à la membrane : les protéines kinases C (PKC ; Figure 17) 

 

III.1.2.1- La phospholipase C  

La sous-unité α des protéines Gq ne semble pas nécessaire à la reprise méiotique 

induite par la progestérone, cependant sa micro-injection peut induire la GVBD dans des 

proportions variables suivant les lots d’ovocytes (Guttridge et coll., 1995). La micro-injection 

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 micro-injection d’un analogue 

du DAG, le TPA (12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate), induit la méiose (Stith et Maller, 

1987 ; Pan et Cooper, 1990). La stimulation de la GVBD, par micro-injection de la PLC, est 

dépendante de l’activité de la PKC (Carnero et Lacal, 1993). Cependant, le métabolisme des 

phospoinositides au cours de la reprise méiotique est un sujet d’étude controversé. 

Certains auteurs ont montré que la quantité de DAG ovocytaire diminue de 30 % 

dans les 15 secondes qui suivent l’application de la progestérone et de 60 % après cinq 

minutes. Le taux d’AMPc revient à sa valeur initiale après 15 minutes (Varnold et Smith, 

1990). En opposition avec ces résultats, d’autres auteurs ont mis en évidence une 

augmentation des niveaux d’IP3 et de DAG pendant la reprise méiotique (Wasserman et 

coll., 1990 ; Han et coll., 1992 ; Stith et coll., 1992). La diminution du niveau de DAG serait 

due à un artéfact en réponse à la présence d’éthanol dans lequel est solubilisée la 

progestérone (Wasserman, 1992).  

L’importance de la PLC dans la reprise méiotique diffère selon que la maturation est 

stimulée par la progestérone ou par l’insuline. Un anticorps dirigé contre la PLC inhibe la 



Figure 17 : Formation et rôle de  l’IP3 et du DAG dans la cellule

La fixation de certains ligands à leur récepteur stimule une protéine G qui provoque l’activation de la 
phospholipase C (PLC). Cette dernière scinde le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en inositol
1,4,5-triphosphate (IP3) et en 1,2-diacylglycérol (DAG). L’IP3 diffuse à travers le cytoplasme et se fixe 
au niveau de récepteurs présents sur la membrane du réticulum endoplasmique, provoquant ainsi la 
libération de calcium. La protéine kinase C (PKC) est activée par le DAG qui demeure ancré à la 
membrane cytoplasmique.
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La région N-terminale présente les 
domaines C1 (pouvant lier le DAG) 
et C2 (pouvant lier les 
phospholipides (PS)). La région C-
terminale contient les domaines C3 
et C4 impliqués dans la liaison du 
substrat et l’activité catalytique. Les 
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reprise méiotique déclenchée par l’insuline ou p21Ras mais n’influence pas la reprise 

méiotique déclenchée par la progestérone (Garcia de Herreros et coll., 1991). La 

micro-injection de p21Ras déclenche la GVBD indépendamment de la PLC et de la PKC, seule 

la phospholipase D (PLD) semble impliquée (Carnero et coll., 1994).  

 

III.1.2.2- La PKC 

La famille des PKC regroupe différente isoformes, classées en trois catégories selon la 

structure de leur domaine régulateur N-terminal (Sampson et Cooper, 2006 ; Figure 18). Dès 

les années 80, la présence d’une PKC activable par un analogue du DAG, le TPA, a été 

décrite dans les ovocytes de Xénope (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).  

Le rôle exact de la PKC lors de la reprise méiotique n’a pas été clarifié. L’incubation 

des ovocytes dans un milieu contenant des esters de phorbols, qui activent la PKC, entraîne 

la reprise méiotique selon certains auteurs (Stith et Maller, 1987 ; Pan et Coper, 1990) alors 

que pour d’autres, le traitement n’induit pas la maturation (Bément et Capco, 1990). La 

sphingosine ou la staurosporine, inhibiteurs de la PKC, retardent, voire inhibent, la GVBD 

stimulée par la progestérone (Varnold et Smith, 1990) alors que Stith et coll. (1992) 

observent l’effet inverse, la staurosporine potentialise l’effet maturant de la progestérone.  

 

III.1.2.3- La PI3 kinase 

La phosphatidylinositol 3-kinase (PI3 kinase), enzyme impliquée dans le métabolisme 

des phosphatidylinositols, serait également impliquée dans la reprise méiotique (Figure 19). 

Elle catalyse la phosphorylation des phosphoinositides en position D3 de l’inositol. In vivo, le 

produit majeur est le phosphatidylinositol triphosphate (PIP3). Il existe quatre types de PI3 

kinases (α, β, γ, δ) qui possèdent, en plus de leur activité lipide kinase, une activité protéine 

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

coll., 1999 ; Vanhaesebroeck et Waterfield, 1999).  

Certaines protéines présentent un domaine capable de lier le PIP3 comme la kinase 1 

dépendante des phosphoinositides (PDK1) et la protéine kinase B (PKB-Akt). PDK1 est 

essentielle pour l’activation de PKB-Akt (Woodgett, 2005). La génération de PIP3 au niveau 

de la membrane induit le recrutement à proximité des protéines PDK1 et PKB-Akt. PKB-Akt 

subit une première phosphorylation par PDK2, ce qui induit un changement de conformation 

au niveau de son domaine protéine kinase. Ce changement de conformation facilite sa 

seconde phosphorylation qui se produit au niveau de son domaine T-loop par la PDK1. Les 



Figure 19 : Activation de la voie PI3 kinase après stimulation de la reprise méiotique  
par la progestérone

La PI3 kinase est une enzyme qui phosphoryle les phosphoinositides en position D3 de l’inositol
pour former le phosphatidylinositol triphosphate (PIP3). La génération de PIP3 permet 
l’activation de la protéine kinase PKB-Akt. Cette dernière est capable d’activer la 
phosphodiestérase 3 (PDE3). 
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molécules de PKB-Akt biphosphorylées sont pleinement actives. La liaison de la PKB-Akt au 

PIP3 induit probablement un changement de conformation qui facilite la phosphorylation par 

PDK2 (pour revue, Woodgett, 2005). Les substrats de la PKB-Akt renferment différentes 

protéines pro-apoptotiques et des protéines sérine kinases désignées sous le nom de 

glycogène synthase kinase 3 (GSK-3). Ces dernières phosphorylent des facteurs de 

transcription, des protéines structurales et des enzymes du métabolisme (Cross et coll., 

1995). 

Les travaux concernant la PI3 kinase aboutissent à des résultats contradictoires. Des 

inhibiteurs de PI3 kinase, comme la wortmannine ou le LY294002, bloquent la reprise 

méiotique stimulée exclusivement par l’insuline selon certains auteurs (Liu et coll., 1995 ; 

Lopez-Hernandez et Santos, 1999), alors que pour d’autres, le LY294002 retarde la reprise 

méiotique induite par l’insuline et par la progestérone (Hehl et coll., 2001). L’inhibition de 

l’activation de la PI3 kinase endogène, par micro-injection du domaine SH2 de la sous-unité 

de 85 kDa, bloque la reprise méiotique stimulée par la progestérone (Muslin et coll., 1993a). 

Une étude a montré que, en absence de stimulation hormonale, la wortmannine déclenche la 

GVBD en activant la voie MAPK et le MPF mais cet effet ne serait pas dû à l’action de la 

wortmaninne sur la PI3 kinase (Carnero et Lacal, 1998).  

L’expression de la PI3 kinase γ provoque la GVBD ainsi que la phosphorylation de 

MAPK et de PKB/Akt. Cette action est dépendante de son activité lipide kinase (Hehl et coll., 

2001). La micro-injection de PKB/Akt est capable, seule, d’entraîner la reprise méiotique en 

activant la phosphodiestérase 3 (PDE3) (Andersen et coll., 1998) bien qu’elle ne soit pas 

requise pour la maturation induite par la progestérone (Andersen et coll., 2003). 

 

III.2- Stimulation par l’insuline 

 

III.2.1- Rappel des voies de signalisation de l’insuline/IGF1 dans les 

cellules somatiques 

 

Le récepteur à l’insuline est un membre de la superfamille des récepteurs tyrosine 

kinase qui inclut les récepteurs à l’IGF1 (IGFR) et les récepteurs à l’insuline (IRR ; Saltiel et 

Kahn, 2001). Le récepteur à l’insuline est une protéine tétramérique constituée de deux 

sous-unités α et de deux sous-unités β. L’insuline lie la sous-unité α ce qui entraîne 

l’activation de la kinase de la sous-unité β, par transphosphorylation des résidus kinases des 

différentes régions de la portion cytoplasmique de la sous-unité β (White, 1988 ; Saltiel et 

Kahn, 2001).  



Figure 20 : Principales voies de transduction activées par l’insuline

Les deux principales voies activées par l’insuline sont la voie MAPK (A) et la voie PKB-Akt (B). (A) 
Le domaine SH2 de Grb2 se lie à l’IRS phosphorylé. GRB2 se fixe à SOS, une protéine du 
cytoplasme pourvue d’une activité d’échange de nucléotides guanyliques. SOS se fixe au 
complexe p21Ras-GDP et provoque la libération du GDP. p21Ras fixe le GTP et le complexe p21Ras-
GTP se lie à Raf et le phosphoryle. Raf phosphoryle Mek qui à son tour phosphoryle Erk. Cette 
dernière phosphoryle différents substrats comme des facteurs de transcription ou Rsk.

(B) p85 contient deux domaines SH2 capables de lier l’IRS phosphorylé et d’entraîner l’activation 
de la sous-unité catalytique p110. La PI3 kinase transforme, par phosphorylation, les 
phosphoinositides (PI) en phosphatidylinositol 3 phosphate (PIP3). Le PIP3 induit l’activation de 
la PKB-Akt qui phosphoryle différentes protéines comme Bad, GSK3 … 
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La transmission du signal généré par l’insuline fait intervenir plusieurs protéines 

intracellulaires, incluant la famille des substrats aux récepteurs à insuline (IRS) : IRS 1, IRS 

2, IRS 3, IRS 4 (Figure 20). IRS 1 et IRS 2 sont les mieux caractérisés et les plus largement 

exprimés. IRS 3 est essentiellement au niveau des tissus adipeux. IRS 4 est exprimé 

essentiellement au niveau du thymus et du cerveau (White, 1988 ; Saltiel et Kahn, 2001). 

L’association de la sous-unité p85 de la PI3 kinase avec la protéine IRS entraîne 

l’activation de la sous-unité catalytique p110 de la PI3 kinase. La sérine / thréonine kinase 

AKT est un des effecteurs majeurs en aval de la PI3 kinase. AKT phosphoryle différents 

substrats comme BAD ou la GSK-3 (White, 1988 ; Saltiel et Kahn, 2001). 

L’insuline stimule également l’oncoprotéine p21Ras qui active Raf, une Mek kinase et, 

en conséquence Mek-Erk (Kolch, 2000). p21Ras appartient à la superfamille de petites 

protéines monomériques liant le GTP et possédant une activité GTPasique (Barbacid, 1987 ; 

Cantley et coll., 1991). 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). L’activation de la voie de signalisation de p21Ras est relayée par Grb2 (Growth factor 

Receptor Bound protein 2) qui se lie à IRS1. Grb2 active ensuite 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 tyrosines 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., 1993). 

 

III.2.2- La voie de signalisation à l’insuline/IGF1 dans l’ovocyte de Xénope 

 

La phosphorylation des résidus tyrosines joue un rôle important lors de la stimulation 

de la reprise méiotique par l’insuline. La micro-injection d’anticorps anti-phosphotyrosine ou 

de tyrosine phosphatases bloque la reprise méiotique stimulée par l’insuline et par l’IGF1 

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

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

l’insuline. Cette identité est maximale au niveau du domaine tyrosine kinase (Zhu et coll., 

1998).  

Dans l’ovocyte de Xénope, IRS1 relaie les effets de l’insuline et de l’IGF1 (Chuang et 

coll., 1993 a et b). Lorsque les ovocytes sont stimulés par l’insuline/IGF1, deux voies de 



Introduction                                                       Partie III- La reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope 

 

 

52 

signalisation sont principalement activées : la voie de signalisation impliquant la PI3 kinase et 

celle impliquant p21Ras.  

La phosphorylation de IRS1 entraîne la liaison et l’activation de la PI3 kinase (Chuang 

et coll., 1993a; Lui et coll., 1995) qui est nécessaire pour la GVBD (Muslin et coll., 1993a; Liu 

et coll., 1995 ; Deuter-Reinhard et coll., 1997 ; Lopez-Hernandez et Santos, 1999). 

L’insuline/IGF1 ou la micro-injection de PI3 kinase dans les ovocytes entraîne l’activation de 

la protéine kinase PKB/Akt (Lopez-Hernandez et Santos, 1999 ; Hehl et coll., 2001). 

L’expression d’une forme constitutivement active de PKB/Akt suffit à induire la reprise 

méiotique (Andersen et coll., 1998). En présence d’insuline, l’activation de PKB/Akt est 

beaucoup plus rapide et importante qu’en présence de progestérone.  

L’action de PKB/Akt serait relayée par l’activation de la PDE3 qui conduit à une 

diminution du taux intracellulaire d’AMP cyclique et donc, à une inhibition de la 

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

stimulant également l’activité des phosphodiestérases et en inhibant l’activité de l’adénylate 

cyclase (Sadler et Maller, 1987). Des inhibiteurs de phosphodiestérases, comme l’IBX, la 

théophylline ou la papavérine, bloquent la reprise méiotique stimulée par l’insuline ou l’IGF1 

à des concentrations 17 à 60 fois inférieures à celles nécessaires pour obtenir le même 

résultat en progestérone (Sadler et Maller, 1989).  

Outre la PI3 kinase, l’activation de l’IGFR1 conduit à l’activation de p21Ras : 

l’insuline/IGF1 stimule l’association de p21Ras endogène à la membrane plasmique (Davis et 

Sadler, 1992).  La GVBD induite par l’insuline ou la micro-injection de p21Ras requiert la PKCζ 

(Dominguez et coll., 1992). En comparaison des cellules somatiques, l’activation de la voie 

MAPK stimulée par l’insuline, dans les ovocytes de Xénope, est dépendante de l’activation de 

p39Mos (Baert et coll., 2003). Toutefois, la micro-injection d’une forme oncogénique de p21Ras 

déclenche la GVBD en absence d’activation de MAPK (Dupré et coll., 2002) suggérant que 

l’insuline déclenche la reprise méiotique via l’activation de la PI3 kinase principalement.  
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Chapitre IV : Transcription et synthèse protéique 

au cours de la reprise méiotique 

 

IV.1- La synthèse protéique 

 

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

ovocytes énuclés ou incubés en présence d’actinomycine D, un inhibiteur de la 

transcription, maturent lorsqu’ils sont stimulés par la progestérone (Schorderet-Slatkine et 

Drury, 1973 ; Reynhout et Smith, 1974 ; Bodart et coll., 2002). Par contre, les voies activées 

par la progestérone et l’insuline requièrent la traduction des ARNm maternels. La 

cycloheximide, inhibiteur de synthèse protéique, bloque la reprise méiotique induite par la 

progestérone (Wasserman et Masui, 1975a) ou par l’insuline/IGF1 (El-Etr et coll., 1979). Le 

taux de synthèse protéique double dans les heures qui suivent l’application de la 

progestérone, augmentant de 17 à 35 ng/heure/ovocyte. Cette augmentation se produit 

également si la maturation est déclenchée par micro-injection de cytoplasme d’ovocytes 

matures. Dans ces conditions, l’augmentation de la synthèse protéique est quasiment 

instantanée (Wasserman et coll., 1981). La période de sensibilité à la cycloheximide s’arrête 

juste avant la GVBD, lorsque l’activation de MPF apparaît dans l’ovocyte (Wasserman et 

Masui, 1975a).  

Des ARNm exogènes injectés dans des ovocytes de stade VI sont traduits au même 

niveau que les ARNm endogènes. Ces travaux suggèrent que la traduction est limitée, au 

moins en partie, par la machinerie de traduction (Laskey et coll., 1977 ; Richter et Smith, 

1981). La quantité d’ARNm au niveau des polysomes double durant la reprise méiotique 

(Woodland, 1974). Cependant, dans les ovocytes de stade VI, la quantité de ribosomes est 

largement supérieure à la quantité nécessaire pour la traduction (Smith, 1986 ; Taylor et 

coll., 1985). Il est donc probable que certains facteurs empêchent le recrutement des ARNm 

au niveau des ribosomes (Richter et coll., 1982). L’augmentation de six à huit fois de la 

phosphorylation de la protéine ribosomal S6 coïncide avec l’augmentation de la synthèse 

protéique (Hanocq-Quertier et Baltus, 1981 ; Wasserman et Houle, 1984). D’autres facteurs 

pourraient également promouvoir la synthèse protéique, comme la disponibilité du facteur 

d’initiation eIF-4A qui pourrait être un facteur limitant dans l’ovocyte de Xénope (Audet et 

coll., 1987). Des études plus récentes démontrent que la polyadénylation des ARNm lors de 

la reprise méiotique est un processus essentiel dans le contrôle de la traduction des 

ARNm (Sheets et coll., 1995 ; de Moor et Richter, 2001 ; Mendez et Richter, 2001).  



Figure 21 : Polyadénylation des ARNm et synthèse protéique durant la reprise 
méiotique 

Durant la maturation, la synthèse de p39Mos débute avant celles de la cycline B et de CdK2. Les 
ARNm de p39Mos, de Cdk2, des cyclines A1, B1 et B2 et des autres ARNm dormants dans les 
ovocytes de stades VI ont une queue poly(A) courte (- A). Rapidement après la stimulation de la 
maturation, la queue poly(A) s’allonge (- AAAAAA), ce qui permet la traduction des protéines. 
L’état de polyadénylation des différents ARNm varie au cours de la maturation (d’après Stebbins-
Boaz et Richter, 1994).
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IV.2- La polyadénylation des ARNm 

 

La polyadénylation cytoplasmique des ARNm d’origine maternelle est un processus 

essentiel durant la reprise méiotique qui permet de réguler finement l’expression des 

protéines dans le temps et dans l’espace. Le contrôle traductionnel des ARNm est 

généralement corrélé avec un changement de la polyadénylation des ARNm (Richter, 1991). 

Durant la reprise méiotique, certains ARNm dormants voient leur queue poly(A) s’allonger 

d’une centaine de nucléotides permettant ainsi leur traduction (Huarte et coll., 1987 ; 

Vassalli et coll., 1989 ; Paris et Richter, 1990 ; Sheets et coll., 1994 ; Stebbins-Boaz et 

Richter, 1994 ; Figure 21).  

Lors de la polyadénylation cytoplasmique, deux séquences agissent en cis dans la 

partie 3’ UTR des ARNm : le signal de polyadénylation A2UA3 et le CPE (Cytoplasmic 

Polyadenylation Element). Le CPE, généralement localisé une cinquantaine de bases en 

amont du signal de polyadénylation, est riche en uridine (Mendez et Richter, 2001). Au 

moins trois facteurs agissent en trans : la PAP (Poly(A)Polymerase), le CPSF (Cleavage and 

Polyadenylation Specificity Factor), et la CPEB (Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding 

protein). Le complexe de polyadénylation fait intervenir d’autres facteurs qui peuvent 

influencer la polyadénylation.  

La répression de la traduction avant la stimulation de la reprise méiotique fait 

intervenir la Maskine. Cette protéine, liée à la coiffe, s’associe à la CPEB et au facteur eIF-4E 

(Stebbins-Boaz et coll., 1999 ; Figure 22). L’interaction Maskine-eIF-4E prévient l’association 

du facteur eIF-4G avec eIF-4E, inhibant ainsi la traduction. La dissociation du complexe 

Maskine-eIF-4E, autorise le recrutement de eIF-4G, et coïncide avec la polyadénylation 

cytoplasmique (Stebbins-Boaz et coll., 1999). 

En plus de la Maskine, une autre protéine, Pumilio, est également impliquée dans la 

répression de la traduction des ARNm. Pumilio appartient à un groupe de protéines qui lie les 

ARN. Conservé au cours de l’évolution, ce groupe de protéines a un rôle dans le contrôle 

transcriptionnel chez différents organismes (Kuersten et Goodwin, 2003 ; Crittenden et coll., 

2003 ; Gu et coll., 2004). Le mode d’action de Pumilio est encore mal connu, mais de très 

récents travaux ont montré qu’il intervient dans la régulation de la traduction de Ringo 

(Wickens et coll., 2002). 

La coiffe en 5’ pourrait stimuler la traduction en facilitant le recrutement de la 

sous-unité ribosomale 40 S. La méthylation du ribose joue un rôle important dans l’activation 

de la traduction. L’inhibition de la méthylation par le S-isobutylthioadenosine, un inhibiteur 



Figure 22 : Mécanisme de contrôle traductionnel des ARNm

Dans les ovocytes immatures, les ARNm présentant un CPE au niveau de leur extrémité 3’ UTR 
sont traductionnellement inactifs et forment un complexe avec la CPEB, la Maskine et le facteur 
eIF4E. Lorsque la maturation est stimulée, la phosphorylation de la CPEB permet le recrutement 
du CPSF et de la PAP, laquelle ajoute des adénosines au niveau de la queue poly(A). 
Simultanément à l’élongation de la queue poly(A), la Maskine se dissocie du facteur eIF4E. Il est 
probable que la dissociation maskine-eIF4E résulte de la formation d’un complexe plus stable 
entre la PABP et eIF4G que celui entre la Maskine et eIF4E. Le complexe entre la PABP et eIF4G 
permet l’assemblage de la sous-unité 40S et l’ouverture du cadre de lecture (d’après Mendez et 
Richter, 2001). 
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des méthyltransférase, a peu d’effet sur la polyadénylation de p39Mos ou la synthèse 

protéique générale mais inhibe la synthèse de p39Mos ainsi que la reprise méiotique (Kuge et 

coll., 1998). Le groupe N-7 méthyl de la coiffe serait également impliqué dans l’efficacité de 

la traduction probablement en favorisant la liaison au facteur eIF-4E (Both et coll., 1975a et 

b). Cependant, les travaux de Keiper et Rhoads (1997) suggèrent que la traduction des 

ARNm pourrait être indépendante de la coiffe ou du facteur eIF-4G.  

 

 



Figure 23 : Mise en évidence du MPF

La micro-injection, dans un ovocyte immature bloqué en prophase I, de cytoplasme prélevé dans 
un ovocyte mature bloqué en métaphase II induit l’entrée en méiose de l’ovocyte micro-injecté. 
Cette expérience montre que le cytoplasme de l’ovocyte mature contient un composé diffusible, 
le MPF, suffisant pour induire l’entrée en méiose.
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Chapitre V : Le MPF et les complexes Cdk/Cyc 

 

V.1- Mise en évidence 

 

Les expériences de transfert de cytoplasme d’ovocytes matures de Rana pipiens dans 

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

MPF (Maturation Promoting Factor), capable d’induire l’entrée en méiose dans les ovocytes 

receveurs (Masui et Markert, 1971 ; Figure 23). Les expériences de micro-injections croisées 

entre ovocytes d’espèces différentes (Amphibiens, Souris, Etoile 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). D’une manière plus générale, ce même facteur a été identifié 

comme responsable de l’entrée en mitose (Sunkara et coll., 1979 ; Nelkin et coll., 1980).  

 

V.2- Purification et identification 

 

 Mis en évidence en 1971, le MPF ne sera identifié et caractérisé précisément qu’en 

1988. Le MPF est constitué principalement de deux sous-unités protéiques : une sous-unité 

catalytique, Cdk1 de 32 KDa, et une sous-unité régulatrice, la cycline de 45 KDa.  

 

V.2.1- Cdk1 

 

La purification a été mise en oeuvre pour la première fois dans les ovocytes de 

Xénope (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 orthologues de ce gène ont été 

retrouvés dans de nombreuses espèces. Ils codent des protéines très conservées dont la 

masse varie entre 32 et 34 kDa et qui contiennent toutes une séquence de 16 acides aminés 

renfermant un motif « PSTAIR ». Ces protéines sont des sérine / thréonine kinases. Cdk1, 

également appelée p34Cdc2, a été clonée chez le Xénope (Milarski et coll., 1991). Cdk1 est le 

premier membre d’une famille de kinases dont l’activité nécessite leur liaison à une 

cycline (Doree et Hunt, 2002).  

 

 

 



Figure 24 : Structure des cyclines B

Les cyclines possèdent trois domaines qui sont essentiels pour leur liaison avec les Cdk (cyclin
box), pour leur localisation (signal de rétention cytoplasmique) et leur dégradation (destruction 
box). La « destruction box » est responsable de la dégradation de la cycline par le protéasome 
après avoir été ubiquitinylée.
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Figure 25 : Différents complexes Cdk/Cyc impliqués dans la régulation du cycle 
cellulaire

Au cours du cycle cellulaire, six complexes Cdk/Cyc interviennent à des moments précis du cycle 
cellulaire et assurent le passage d’une phase à l’autre. Chaque Cdk agit sur un substrat bien 
précis.
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V.2.2- La cycline B 

 

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 a été identifiée 

comme composant du MPF chez d’autres espèces dès 1989 (Minshull et coll., 1989). 

Les premières cyclines 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 extraits cytoplasmiques d’œufs de Xénope, les 

niveaux de cycline B évoluent de manière cyclique (Murray et Kirschner, 1989). Si la 

synthèse protéique est inhibée, l’apparition cyclique des cyclines est supprimée. Par ailleurs, 

après un traitement à la RNAse, l’activité MPF réapparaît de manière cyclique si l’ARNm de la 

cycline B d’Oursin est injecté.   

Les cyclines possèdent trois domaines essentiels (Figure 24): 

- La « cyclin box » qui est une région consensus d’environ une centaine d’acides aminés 

localisée dans la moitié C-terminale de la protéine. Cette région intervient dans la liaison de 

la cycline B avec Cdk1. 

- La « destruction box », située dans la partie N-terminale et qui consiste en une séquence 

de neuf résidus. Elle est requise pour la destruction de la protéine lors de la transition 

métaphase-anaphase. 

- Un signal de rétention cytoplasmique, d’environ 40 résidus, localisé entre la « cyclin box » 

et la « destruction box ». Il serait responsable du maintien de la cycline B dans le 

cytoplasme lors de la phase G2 (Hunt, 1991 ; Pines et Hunter, 1994). 

Le MPF est donc constitué par l’association de la cycline B et de Cdk1. De multiples 

complexes Cdk/Cyc sont impliqués dans les différentes phases du cycle cellulaire (Figure 25). 

Cdk1 porte l’activité kinasique alors que la cycline B a un rôle essentiellement régulateur. La 

cycline est également impliquée dans la spécificité du substrat et dans la localisation du 

complexe (Booher et coll., 1989). Actuellement, 14 types de cyclines (de A à L et T) ainsi 

que 11 Cdk sont connues. L’hétérodimère composé de Cdk1/Cyc B est le complexe 

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

 

 

 

 

 



Figure 26 : Variation de l’activité du MPF au cours de la reprise méiotique de 
l’ovocyte de Xénope

Après la GVBD, l’activité du MPF décline transitoirement pour permettre la transition métaphase 
I/anaphase I et la sortie de la première méiose. Cette décroissance est insuffisante pour 
permettre l’entrée en interphase. Ensuite, son activité augmente rapidement lors de l’entrée en 
métaphase II et reste élevée dans l’ovocyte bloqué en métaphase II. La sortie de méiose II 
nécessite la chute de l’activité du MPF (d’après Mender et Richter, 2001).
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V.3- Variation de l’activité du MPF au cours de la reprise 

méiotique 

 

L’activité du MPF est généralement mesurée par sa capacité à phosphoryler l’une de 

ses cibles : l’histone H1. L’activation du MPF déclenche l’entrée en phase M alors que la 

sortie de phase M nécessite son inactivation. L’activité du MPF n’est pas constante durant la 

méiose : lors de la transition métaphase - anaphase I, la diminution de l’activité H1 kinase 

est concomitante avec la sortie de la première division de méiose (Kobayashu et coll., 1991 ; 

Ohsumi et coll., 1994 ; Roy et coll., 1996 ; Gross et coll., 2000 ; Figure 26). 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 (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 du MPF reste élevée et ne disparaît qu’au moment de la 

fécondation, permettant la sortie de méiose II et la reformation de l’enveloppe nucléaire 

pour donner le pronucléus femelle (Lorca et coll., 1992). 

 

V.4- Mécanismes de régulation de l’activité du MPF au cours de 

la reprise méiotique  

 

Différentes protéines kinases ou protéines phosphatases, ainsi que des protéines 

nouvellement synthétisées, interviennent dans la régulation du MPF au cours de la 

maturation des ovocytes d’Amphibien (Figure 27). 

 

V.4.1- La CAK  

La phosphorylation de Cdk1 sur le résidu thréonine 161 change sa conformation et 

facilite sa liaison avec la cycline (Jeffrey et coll., 1995 ; Paulovich et Hartwell, 1995). Elle a 

lieu en phase G2 et sa déphosphorylation, par la phosphatase KAP, nécessaire à l’inactivation 

de Cdk1, se produit après la dégradation de la cycline B (Lorca et coll., 1992 ; Hannon et 

coll., 1994 ; Poon et Hunter, 1995 ; Hanlon et Barford, 1998). La phosphorylation sur le 

résidu thréonine 161 est catalysée par une enzyme appelée CAK (Cdk Activating Kinase). La 

liaison de la cycline B à Cdk1 ne suffit pas à induire l’activité du MPF.  

La CAK est constituée par le complexe Cyc H/Cdk7/Mat1 (Fesquet et coll., 1993 ; 

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

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



Figure 27 : Mécanismes d’activation du MPF après stimulation par la progestérone

Suite à la stimulation par la progestérone, le niveau d’AMPc chute entraînant une diminution de l’activité de 
la PKA nécessaire à l’activation de Cdk1. La synthèse protéique est requise pour initier l’activation du MPF, 
trois protéines pourraient être impliquées: les cyclines, RINGO/Speedy et p39Mos. L’activation d’une faible 
quantité de MPF serait suffisante pour déclencher la boucle d’auto-amplification du MPF par activation 
directe de Cdc25 et de la Plx1 et par inhibition de Myt1. De plus, le MPF actif est capable de stimuler la 
synthèse de p39Mos, qui par une boucle de rétrocontrôle positif mettant en jeu Mek-Xp41Mpk1-p90Rsk, est 
capable d’inhiber Myt1 (modifié d’après Karaiskou et coll., 2001). 
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cycline H est la sous-unité régulatrice (Fisher et Morgan, 1994 ; Makela et coll., 1994). A la 

différence des autres cyclines, le taux de cycline H reste constant au cours du cycle 

cellulaire. Mat1 serait impliquée dans l’association de la cycline H avec Cdk7 et pourrait 

réguler l’activité de la CAK en jouant le rôle de facteur d’assemblage (Tassan et coll., 1994 ; 

Nigg, 1995). Après formation du complexe Cdk1/Cyc B, Ckk1 est phosphorylée sur 3 

résidus : la thréonine 14, la tyrosine 15 et la thréonine 161. 

 

V.4.2- Myt 1 et Wee 1 

 

Dès sa synthèse, la cycline B intéragit avec Cdk1 pour former le pré-MPF. Cdk1 est 

maintenue inactive par phosphorylation sur les résidus thréonine 14 et tyrosine 15. Ces 

résidus sont phosphorylés lorsque Cdk1 s’associe à la cycline B2 (Solomon et coll., 1990, 

1992 ; Meijer et coll., 1991). Ces deux résidus sont situés au cœur du domaine de fixation de 

l’ATP de Cdk1 et leur phosphorylation inhibe la liaison de l’ATP (Gould et Nurse, 1989). 

L’une des protéines kinases impliquées dans la phosphorylation de ces deux résidus 

est la kinase membranaire Myt 1 (Mueller et coll., 1995; Liu et coll., 1997; Palmer et coll., 

1998). Myt 1 est présente dans les ovocytes dès le stade I et sa quantité augmente jusqu’au 

stade IV (Furuno et coll., 2003). Les interactions entre le complexe Cdk1/Cyc B et Myt 1 se 

feraient via le domaine C-terminal de Myt 1. Cette liaison serait responsable de la 

séquestration du complexe Cdk1/Cyc B par Myt 1 dans le cytoplasme (Wells et coll., 1999). 

Myt 1 est elle-même contrôlée par des phosphorylations qui empêchent son activité (Mueller 

et coll., 1995). Ces phosphorylations sont catalysées par deux membres de la voie Xp42Mpk1 

de l’ovocyte : p39Mos (Peter et coll., 2002) et p90Rsk (Palmer et coll., 1998). Dans les ovocytes 

de l’Etoile de mer Asterina pectinifera, Myt 1 est également phosphorylée par 

PKB/Akt (Okumura et coll., 2002).  

Une autre kinase inhibitrice, Wee 1, présente une forte homologie avec Myt 1. Elle 

est localisée dans le noyau et ne phosphoryle que le résidu tyrosine 15 de 

Cdk1 (Featherstone et Russell, 1991 ; Parker et coll., 1992 ; Booher et coll., 1993 ; Lee et 

coll., 1994 ; Watanabe et coll., 1995). La quantité de Wee 1 varie au cours de la croissance 

ovocytaire : présente dans le stade I de l’ovogenèse, elle diminue progressivement pour 

disparaître totalement dans l’ovocyte de stade VI (Nakajo et coll., 2000 ; Furuno et coll., 

2003). Elle réapparaît une heure à une heure trente après la GVBD, puis durant la méiose II 

et les cycles de divisions embryonnaires précoces (Murakami et Vande Woude, 1998 ; Nakajo 

et coll., 2000). La surexpression de Wee 1 réduit fortement la GVBD lors d’une stimulation 
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par la progestérone. Dans ces ovocytes, la phosphorylation de la tyrosine 15 de Cdk1 est 

maintenue (Nakajo et coll., 2000).  

 

V.4.3- Cdc25 

 

Cdc25 est la phosphatase responsable de l’activation du MPF par déphosphorylation 

de Cdk1 sur les résidus thréonine 14 et tyrosine 15. Cdc25 est une phosphatase à double 

spécificité, capable de déphosphoryler des résidus sérine / thréonine et des résidus tyrosines 

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

et coll., 1991). Trois types de protéines phosphatases Cdc25 ont été identifiées (A, B et C ; 

Nilsson et Hoffmann, 2000). Chez les mammifères, ces phosphatases sont relativement 

homologues dans leurs domaines C-terminal (Sadhu et coll., 1990 ; Galaktionov et Beach, 

1991). 

Les premiers travaux réalisés sur les phosphatases ont montré que chacune d’entre-

elles est impliquée dans une étape précise du cycle. Des travaux récents ont précisé que les 

trois phosphatases jouent un rôle clef dans la transition G1/S et G2/M (Boutros et coll., 

2006).  

Trois isoformes fortement homologues ont été clonées chez le Xénope (Kumagai et 

Dunphy, 1991 ; Izumi et coll., 1992). La micro-injection d’une protéine recombinante Cdc25 

(A, B ou C) provoque la reprise méiotique jusqu’en métaphase I (Izumi et coll., 1992 ; 

Hoffmann et coll., 1993 ; Rime et coll., 1994). L’activité de Cdc25 est régulée par son état de 

phosphorylation. Dans les ovocytes immatures bloqués en prophase I, Cdc25 est maintenue 

déphosphorylée et inactive par une phosphatase sensible à l’acide okadaïque : la 

phosphatase PP2A (Izumi et coll., 1992, Kumagai et Dunphy, 1992; Mueller et coll., 1995). 

Au cours de la phase M, Cdc25 est activée et hyperphosphorylée dans son domaine N-

terminal par la kinase Plx1 (Polo-like kinase de Xenopus 1 ; Izumi et coll., 1992 ; Kumagai et 

Dunphy, 1996 ; Qian et coll., 1998a).  

La micro-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). Cependant, la micro-injection de Cdc25 restaure les 

effets délétères de la micro-injection d’anticorps anti-Plx1. L’activité de Plx1, régulée par 

phosphorylation, est sous le contrôle de la kinase Plkk1 (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.  
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Cdc25 peut également interagir avec des protéines régulatrices. La phosphorylation 

de Cdc25 sur le résidu sérine 287 lie cette phosphatase aux protéines 14-3-3, ce qui 

provoque sa séquestration et son inhibition (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 sérine 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 sérine 287 de Cdc25 (Hutchins et coll., 2002; Margolis 

et coll., 2003). 

 

V.4.4- Synthèse et dégradation de la cycline B 

 

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

site catalytique de Cdk1 et favorise son activité sérine / thréonine kinase (De Bondt et coll., 

1993). Dans les ovocytes arrêtés en prophase I, environ 10 % des Cdk1 sont associées avec 

le stock maternel de cyclines B (essentiellement les cyclines B2 et B5). Cdk1  est 

phosphorylée sur le résidu thréonine 161, mais elle est maintenue inactive par 

phosphorylation sur les résidus tyrosine 15 et thréonine 14. 90% du stock de Cdk1 est sous 

forme libre, présentant une activité kinasique faible (Lorca et coll., 1992). Son activité 

dépend de sa liaison avec la cycline B ainsi que des modifications de son état de 

phosphorylation (Solomon et coll., 1992 ; Solomon, 1993, 1994). Toutes les cyclines 

s’associent avec les Cdk par l’intermédiaire de la région « cyclin box » (Nugent et coll., 1991; 

Kobayashi et coll., 1992; Lees et Harlow, 1993). La micro-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 Cdk/Cyc (Endicott et 

coll., 1999).  

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

coll., 1989 ; Brandeis et coll., 1998), et deux sous-types de cyclines, les cyclines B1 et B2, 

sont majoritairement présents dans les ovocytes et les embryons de Xénope (Minshull et 

coll., 1990 ; Kobayashi et coll., 1991). La cycline B2 est présente dès le stade I. Sa quantité 

augmente fortement à partir du stade IV (Furuno et coll., 2003). Les cyclines B2 et B5 sont 

stockées dans les ovocytes immatures sous forme de pré-MPF. En présence de progestérone, 

les cyclines B1 et B4 sont synthétisées de novo juste avant la GVBD (Kobayashi et coll., 

1991; Rime et coll., 1994; Hochegger et coll., 2001). La synthèse de la cycline B1 est 
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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). La synthèse des cyclines 

B1 et B4 se fait en deux phases : la première juste avant la GVBD et la seconde, de plus 

grande importance, en métaphase II (Kobayashi et coll., 1991 ; 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 phosphorylation de la séquence d’export nucléaire située dans la partie 

N-terminale de la cycline B est nécessaire, d’une part, pour l’accumulation de la cycline B 

dans la vésicule germinative et d’autre part, pour l’activité du complexe Cdk1/Cyc B1 (Pines 

et Hunter, 1994 ; Yang et coll., 1998 ; Hagting et coll., 1999), ainsi que du complexe 

Cdk1/Cyc B2 (Yoshitome et coll., 1998). Le MPF est responsable de la phosphorylation de la 

cycline B intracomplexe chez l’Etoile de mer (Borgne et coll., 1999). Dans l’ovocyte de 

Xénope, la phosphorylation de la cycline B se produit au même moment que l’activation du 

MPF (Minshull et coll., 1991). In vivo, Cdk1 phosphoryle la cycline B2 sur son résidu sérine 

90 (Gautier et coll., 1990 ; Izumi et Maller, 1991). Une forme particulière de la 

Calcium/calmoduline-dépendante protéine kinase II (CaMKII), appelée Cyk, a été identifiée 

dans les ovocytes. Cette kinase, impliquée dans la phosphorylation de la cycline B2, est 

activée avant le MPF. Elle phosphoryle, in vitro, la cycline B2 sur les résidus thréonine 41 et 

sérine 53. Cependant, une mutation inhibitrice ou activatrice de ces sites de phosphorylation 

ne révèle aucune implication de la phosphorylation dans la reprise méiotique ou la 

dégradation de la cycline (Derua et coll., 1997 ; Stevens et coll., 1999). 

La quantité de cycline B stockée dans les ovocytes immatures, sous forme de 

pré-MPF, est suffisante pour permettre la GVBD, indépendamment de la synthèse de 

nouvelles cyclines. La micro-injection d’antisens empêchant la synthèse des cyclines B1 et B2 

n’inhibe pas l’activation du MPF induite par la progestérone (Minshull et coll., 1991). En 

accord avec ces résultats, Hochegger et coll. (2001) ont montré que la micro-injection 

d’oligonucléotides antisens ciblant spécifiquement les cyclines B1, B2, B4, B5 ne bloque pas 

le recrutement du MPF et la GVBD en réponse à la progestérone. Cependant, dans les 

ovocytes de Xénope, la micro-injection de cyclines A ou B, sous forme d’ARNm ou de 

protéines, est suffisante pour induire 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). Ainsi, en réponse à la progestérone, la formation de nouveau complexe 

MPF actif par association de Cdk1 monomérique et de cycline nouvellement formée pourrait 
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jouer un rôle important dans le recrutement du stock de pré-MPF et dans l’activation de la 

boucle d’auto-amplification du MPF.  

La quantité de cyclines B et l’activité H1 kinase diminuent de 50 à 70% entre les deux 

divisions de méiose (Kobayashi et coll., 1991 ; Ohsumi et coll., 1994 ; Roy et coll., 1996 ; 

Gross et coll., 2000). Cependant, 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). La présence de formes non dégradables de la cycline B empêche la sortie en 

phase M dans des extraits d’œufs non fécondés de Xénope (Murray et coll., 1989). 

L’ubiquitine ligase qui est impliquée dans la transition métaphase-anaphase est 

l’APC (Anaphase Promoting Complex). Son activation 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., 1998 a et b; 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. 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’ubiquitinylation est réalisée par l’interaction d’une ubiquitine-ligase avec une 

séquence consensus, la « destruction box ». La délétion des 90 acides aminés N-terminaux 

ou des mutations de la « destruction box » empêchent la dégradation de la cycline. La 

micro-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). 

 

V.4.5- Protéines associées à Cdk1 

 

V.4.5.1- Xe-p9 

p13Suc1 est la première molécule associée au MPF qui a été identifiée chez la levure 

fissipare. Elle porte le nom de Cks1 chez la levure bourgeonnante. In vitro, cette protéine se 

lie à Cdk1 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). Elle facilite la 

phosphorylation de Cdc25, Myt 1 et Wee 1 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 



Figure 28 : Régulation de la traduction de l’ARNm de Ringo/Speedy par Pum 2

Dans les ovocytes immatures, Pum2 lie le PBE et intéragit également avec DAZL, une protéine 
liant les ARNm, et la PAB. Le complexe peut également contenir le facteur eIF4G, protéine 
importante pour le recrutement de la sous-unité 40S du ribosome au niveau de l’ARNm, ou le 
facteur eIF4E qui lie la coiffe. Pum2 inhibe la traduction de l’ARNm de Ringo/Speedy en 
interférant ou en en modifiant l’interaction entre la coiffe et eIF4E, ou l’interaction entre eIF4E et 
eIF4G ou l’interaction entre eIF4G et la PAB. Suite à la stimulation par la progestérone, Pum2 se 
dissocie du complexe permettant la traduction de l’ARNm Ringo/Speedy (d’après Padmananbhan
et Richter, 2006).
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(Patra et Dunphy, 1998). Ainsi, Xe-p9 semble impliquée dans la dégradation de la cycline B 

par l’APC (Patra et Dunphy, 1998).  

 

V.4.5.2- Ringo/Speedy  

La protéine Ringo, également 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). Ringo se lie à Cdk1 monomérique et l’active tandis 

qu’elle est incapable de se fixer à Cdk1 lorsque celle-ci est associée à la cycline B (Ferby et 

coll., 1999 ; Lenormand et coll., 1999 ; Karaiskou et coll., 2001). Cette activation de Cdk1 

est indépendante de la phosphorylation du résidu thréonine 161 (Karaiskou et coll., 2001). 

Ainsi en réponse à la progestérone, Ringo nouvellement formée pourrait lier Cdk1 libre 

monomérique présente en excès dans les ovocytes arrêtés en prophase I (Rempel et coll., 

1995). Les complexes Cdk1-Ringo pourraient permettre d’acquérir directement une activité 

kinasique en réponse à la progestérone et d’amplifier la quantité initiale de MPF actif. 

L’ARNm Ringo est rapidement traduit dès la stimulation de la reprise méiotique. La 

répression de l’ARNm Ringo est due à la présence de deux PBE (Pumilio-Binding Elements) 

putatifs dans la région 3’ de l’UTR qui permettent la liaison de Pumilio 2 (Pum2), un membre 

de la famille des protéines PUF (Wickens et coll., 2002). Pum2 interagit également avec 

DAZL, une protéine liant l’ARNm et la PABP (Figure 28). En réponse à la progestérone, Pum2 

se dissocie du complexe et l’ARNm de Ringo est traduit (Padmanabhan et Richter, 2006). 

La micro-injection de Ringo dans des ovocytes immatures entraîne les activations du 

MPF et de la voie MAPK et la GVBD en absence de stimulation hormonale. La micro-injection 

d’oligonucléotides antisens dirigés contre l’ARNm Ringo bloque la reprise méiotique stimulée 

par la progestérone (Ferby et coll., 1999 ; Lenormand et coll., 1999). Toutefois, le rôle 

physiologique exact de cette protéine dans la reprise méiotique reste à déterminer. 

 

V .5- La boucle d’auto-amplification du MPF 

 

La micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures, contenant du MPF actif, dans 

un ovocyte immature arrêté en prophase I, est suffisant pour induire la reprise méiotique, 

même en présence d’inhibiteur de synthèse protéique (Reynhout et Smith, 1974 ; 

Wasserman et Masui, 1975a). La réalisation d’une série de transferts est également possible, 

l’ovocyte receveur devenant l’ovocyte donneur, a permis de mettre en  évidence le caractère 

auto-catalytique du processus d’auto-amplification du MPF (Masui et Markert, 1971). Certains 

traitements qui aboutissent à l’activation d’une petite quantité de pré-MPF sont suffisants 



Figure 29 : Processus d’auto-amplification du MPF

La boucle d’auto-amplification a été initialement décrite pour son caractère auto-catalytique. Le 
MPF actif est capable d’activer, par phosphorylation, directement deux protéines : la Plx1 et 
Cdc25 qui contribuent, en retour, à l’activation du pré-MPF. De plus, le MPF et la Plx1 sont 
capables d’inhiber, par phosphorylation, Myt1, un inhibiteur du MPF. 
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pour déclencher l’activation de la boucle d’auto-amplification du MPF et l’entrée en méiose : 

la micro-injection de Cdc25 ou la micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures (qui 

activent directement le pré-MPF), la micro-injection de Ringo (qui lie et active les molécules 

de Cdk1) et la micro-injection d’acide okadaïque (qui inhibe PP1/PP2A) (Bialojan et Takai, 

1988 ; Goris et coll., 1989 ;  Ferby et coll., 1999 ; Rime et coll., 1994 ; Taieb et coll., 1997, 

Lenormand et coll., 1999). Dès la mise en évidence la présence d’une activation 

auto-catalytique du MPF par Masui et Markert (1971), des mécanismes moléculaires ont été 

proposés afin d’expliquer les propriétés auto-catalytiques du MPF actif (Figure 29).  

En prophase I, le pré-MPF est maintenu inactif par deux phosphorylations inhibitrices 

sur les résidus thréonine 14 et tyrosine 15, sous le contrôle d’une kinase Myt 1 active et 

d’une phosphatase Cdc25 inactive (Gautier et coll., 1989 ; Izumi et coll., 1992 ; Jessus et 

coll., 1991 ; Kumagai et Dunphy, 1992 ; Mueller et coll., 1995 ; Murakami et Vande-Woude, 

1998). Myt 1 et Cdc25 sont hypophosphorylées, leur niveau de phosphorylation étant 

probablement contrôlé par  PP2A (Izumi et coll., 1992 ; Jessus et coll., 1991 ; Kumagai et 

Dunphy, 1992 ; Mueller et coll., 1995). Le stock de pré-MPF peut-être directement activé par 

déphosphorylation des résidus thréonine 14 et tyrosine 15 par la phosphatase Cdc25. Juste 

avant l’entrée en phase M, Cdc25 et Myt 1 deviennent hyperphosphorylées, Cdc25 est alors 

fonctionnelle et active tandis que Myt 1 est inhibée (Izumi et coll., 1992 ; Kumagai et 

Dunphy, 1992 ; Mueller et coll., 1995). L’action de la PP2A est probablement sous régulée en 

présence de la progestérone. 

La phosphorylation de Cdc25 est contrôlée au moins par deux kinases : Cdk1 et Plx1 

(Izumi et Maller, 1993, Karaiskou et coll., 1999 ; Kumagai et Dunphy, 1996). In vitro, le MPF 

phosphoryle et active Cdc25 sur au moins cinq résidus situés dans la partie N-terminale 

régulatrice : les thréonines 48, 67 et 138 et les sérines 205 et 285 (Hoffmann et coll., 1993 ; 

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

nécessaire à l’auto-amplification 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 micro-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). De plus, l’activation et l’auto-amplification du MPF nécessite la présence de Plx1. 

Dans les ovocytes de Xénope, l’activité de Plx1 pourrait être sous le contrôle de Cdk1 

lui-même (Abrieu et coll., 1998 ; Karaiskou et coll., 1999 ; Qian et coll., 2001).  

L’hyperphosphorylation de Myt 1 pourrait être régulée par une voie similaire à Cdc25. 

La kinase Cdk1 phosphoryle Myt 1 in vitro (Booher et coll., 1997). Il a été montré que 
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l’homologue de Plx1, chez la levure, peut former un complexe avec Wee 1 juste avant 

l’entrée en phase M (Bartholomew et coll., 2001).  

La traduction des ARNm est nécessaire pour la reprise méiotique induite par la 

progestérone, elle joue un rôle essentiel pour l’initiation de l’activation du MPF. Cependant, 

l’activation de la boucle d’auto-amplification est indépendante de la synthèse protéique 

(Wasserman et Masui, 1975a). L’activation de la boucle d’auto-amplification du MPF 

constitue la deuxième étape de l’activation de la voie MPF. La synthèse de nouvelles 

protéines impliquées dans l’activation de MPF dépend de deux critères : leur synthèse ou leur 

accumulation prend place avant ou indépendamment de l’activation du MPF et pourrait être 

contrôlée par la diminution de l’AMPc. Certaines protéines sont considérées comme 

essentielles : les cyclines (Frank-Vaillant, 1999 ; Rime et coll., 1992), Ringo (Ferby et coll., 

1999 ; Lenormand et coll., 1999) fournissant ainsi une petite quantité de MPF actif capable 

de déclencher la boucle d’auto-amplification, et l’accumulation de p39Mos qui conduit à 

l’activation de la cascade MAPK (Nebreda et Hunt, 1993 ; Posada et coll., 1993). Cette 

dernière voie, lorsqu’elle est activée indépendamment, peut déclencher l’activation du MPF 

(Sagata et coll., 1988 ; Haccard et coll., 1995 ; Huang et coll., 1995 ; Sagata et coll., 1989a). 

Elle soutient l’activation du MPF en inhibant Myt1 via la phosphorylation de cette protéine par 

p90Rsk (Palmer et coll., 1998). 

 

V.6- Cibles du MPF 

 

La phosphorylation de différents substrats par le MPF est requise pour les 

événements cytologiques de la reprise méiotique et d’une manière plus générale, pour 

l’entrée en phase M. Le MPF est capable de phosphoryler de nombreux substrats mais nous 

ne détaillerons que les principaux.  

 

V.6.1- La CPEB 

 

Le MPF contrôle la synthèse protéique par l’intermédiaire de la voie CPEB. Après la 

phosphorylation précoce de la CPEB par Aurora A/Eg2, la CPEB subit une deuxième vague de 

phosphorylation par Cdk1 (Paris et coll., 1991; Hake et Richter, 1994; De Moor et Richter, 

1997). Cette dernière se produit sur le résidu sérine 210 et cible la CPEB pour la dégradation 

(Hake et Richter, 1994) ou régule son association avec d’autres protéines comme la Maskine 

(Stebbins-Boaz et coll., 1999). La destruction de la CPEB est nécessaire pour la  
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polyadénylation et la traduction des ARNm tardifs comme la cycline B1 ou l’histone H4 

(Mendez et coll., 2002 ; Figure 23). 

 

V.6.2- Facteur d’élongation EF1 

 

Le MPF pourrait intervenir également dans la régulation de la synthèse protéique en 

phosphorylant les sous-unités δ et γ du facteur d’élongation EF1 lors de la reprise méiotique 

(Mulner-Lorillon et coll., 1989 ; Bellé et coll., 1995). 

 

V.6.3- Les lamines 

 

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 Cdk1 (Peter et coll., 1990). Ces sites peuvent également être phosphorylés par les 

MAPK (Peter et coll., 1992). Cependant, la phosphorylation des lamines par Cdk1 n’est pas 

suffisante. 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).  

 

V.6.4- Les histones 

 

L’activité histone H1 kinase, associée à l’activité du MPF, augmente fortement avant 

l’entrée en phase M. 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). 

 

V.6.5- LES MAPs  

 

Le MPF est associé aux microtubules par l’intermédiaire de Map4 

(Microtuble-Associated Proteins 4 ; Fellous et coll., 1994 ; Ookata et coll., 1995). In 

vitro, Cdk1 régule la vitesse d’élongation des microtubules (Verde et coll., 1990 ; Verde et 

coll., 1992). Cdk1 phosphoryle Map4 et inhibe ainsi son activité stabilisatrice des 
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microtubules. Néanmoins Map4 ne perd pas sa capacité de fixation aux microtubules, ce qui 

maintient la localisation du MPF au niveau du fuseau de division (Ookata et coll., 1995).  

L’association de Cdk1 à d’autres MAPs n’est pas exclue. Le MPF phosphoryle 

également Map2 (Faruki et coll., 1992 ; Itoh et coll., 1997) ce qui entraîne d’une part, une 

diminution de la capacité de fixation de Map2 sur la tubuline et d’autre part, une diminution 

de la polymérisation des microtubules (Burns et coll., 1984).  

XMap215 est aussi phosphorylée in vitro par Cdk1 (Vasquez et coll., 1999). Toutes 

ces MAPs peuvent être phosphorylées par les MAPK. 



Figure 30 : Différentes voies MAPK dans la cellule

Les différentes voies MAP kinases sont constituées de trois modules qui sont séquentiellement 
activées par phosphorylation. Lorsque la MAPK est activée, elle phosphoryle différentes cibles 
comme des facteurs de transcription, des kinases… Chaque voie MAP kinase induit 
préférentiellement une réponse cellulaire comme la prolifération, l’apoptose, la différenciation en 
réponse à un stimulus particulier (Modifié d’après Cook et coll., 2000 et  Tanoue et Nishida, 
2003). 
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Chapitre VI : Les voies MAPK 

 

VI.1- Généralités 

 

Chez les eucaryotes, les MAPK ont été fortement conservées au cours de l’évolution, de 

la levure aux mammifères. Ces enzymes appartiennent à la grande famille des sérine / 

thréonine kinases et fonctionnent en cascades. Elles sont activées par de multiples signaux 

tels que des facteurs de croissance, des substances mitogènes, des hormones, des cytokines 

ou encore des signaux de stress. Elles constituent des modules de signalisation qui 

transmettent des signaux extracellulaires de la membrane au noyau. Les MAPK sont 

impliquées dans de nombreux processus physiologiques comme le développement, la 

différenciation, la division, la motilité et l’apoptose. Les modules sont toujours constitués de 

trois protéines qui s’activent l’une l’autre par des phosphorylations successives : les MAP 

kinase kinase kinases (MAPKKK) activent les MAP kinase kinases (MAPKK) qui activent 

ensuite les MAPK (Figure 30). Chez les métazoaires et les vertébrés, cinq familles ont été 

jusqu’à présent identifiées et sont activées en réponse à un ou des stimuli (us) 

particulier(s) :  

• Les MAPK-Erk répondent aux signaux extracellulaires stimulant la croissance ou la 

différenciation. Les modules MAPKKK et MAPKK sont appelés respectivement 

MAPK/Erk kinase kinase (MEKK) et MAPK/Erk kinase (MEK) dans le cas des voies des 

MAPK-Erk 1 et 2 (Tanoue et Nishida, 2003).  

• Les MAPK-JNK (c-Jun N-terminal Kinases) ou SAP kinases (Stress Activated Protein 

kinases) sont activées par des signaux de stress.  

• Les MAPK de la famille de p38MAPK répondent également à des signaux de stress.  

• La MAPK-Erk5 (encore appelée Big MAPK) est impliquée dans la réponse aux signaux 

de stress nutritionnel.  

• La MAPK-Erk3 est encore très mal connue. 

Ces cascades de phosphorylations sont également régulées par des protéines phosphatases 

à double spécificité (qui déphosphorylent les résidus sérine / thréonine et tyrosine). Ces 

phosphatases sont spécifiques des MAPK et sont appelées MAPK phosphatases. 

 

 

 



Figure 31 : Expression, modification et fonction de la protéine p39Mos durant la 
reprise méiotique

La synthèse de p39Mos se stabilise après la GVBD et s’arrête dans les ovocytes bloqués en 
métaphase II, bien que sa quantité soit constante dans l’ovocyte après la GVBD. La 
phosphorylation de la protéine p39Mos débute rapidement après la stimulation de la maturation et 
p39Mos est pleinement phosphorylée après la GVBD, sa stabilité augmente rapidement lors de la 
GVBD (d’après Nishizawa et coll., 1992).
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VI.2- Les modules identifiés dans l’ovocyte 

 

VI.2.1- Les différentes MAPKKK 

 

VI.2.1.1- p39Mos 

Le proto-oncogène p39Mos est l’homologue cellulaire de l’oncogène v-mos du virus 

responsable du sarcome murin de Moloney (Oskarsson et coll., 1980; Van Beveren et coll., 

1981). p39Mos est une protéine à activité sérine / thréonine kinase (Watanabe et coll., 1989) 

fortement exprimée dans les cellules germinales femelles. Elle active une MAPK kinase, 

laquelle active  MAPK/Xp42Mpk1 (Nebreda et Hunt 1993 ; Posada et coll., 1993 ; Sagata et 

coll., 1988). La protéine p39Mos est absente dans les ovocytes arrêtés en prophase I, elle est 

détectée durant la reprise méiotique de l’ovocyte (Sagata et coll., 1988 ; Freeman et coll., 

1989, Paules et coll., 1989 ; Sagata et coll., 1989a). Son expression est nécessaire pour la 

progression à travers les différentes étapes de la méiose (GVBD et méiose I : Sagata et coll., 

1988 ; Paules et coll., 1989 ; Zhao et coll., 1990 / méiose II : Sagata et coll., 1989b; O’Keefe 

et coll., 1989 ; Daar et coll., 1991 ; Kanki et Donoghue, 1991). p39Mos est stockée dans les 

ovocytes matures, elle est rapidement dégradée après la fécondation (Sagata et coll., 1988 ; 

Watanabe et coll., 1989, 1991 ; Lorca et coll., 1991 ; Figure 31). 

Au cours de la reprise méiotique, l’accumulation de p39Mos résulte, d’une part, de sa 

synthèse et d’autre part, de sa stabilisation. Dans l’ovocyte en prophase I, l’absence de 

queue poly(A) sur les ARNm de p39Mos empêche leur traduction. Après stimulation par la 

progestérone, l’ARNm codant p39Mos est l’un des premiers à être polyadénylé et traduit 

(Gebauer et coll., 1994; Sheets et coll., 1995). La polyadénylation de ce dernier nécessite la 

phosphorylation précoce de la CPEB sur la sérine 174 par Aurora A/Eg2 (Hake et Richter, 

1994; Paris et coll., 1991; De Moor et Richter, 1997). La phosphorylation de la CPEB est 

nécessaire et suffisante pour déclencher la polyadénylation de p39Mos , elle permet le 

recrutement du CPSF (Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor) au niveau du signal 

de polyadénylation (Mendez et coll., 2000 a et b). Dans les ovocytes immatures, un faible 

niveau de CPEB phosphorylée est détecté. Elle devient hautement phosphorylée 

précocément durant la reprise méiotique, simultanément à la polyadénylation de l’ARNm 

p39Mos. La micro-injection d’une protéine CPEB mutante pour ce résidu, empêchant sa 

phosphorylation, agit comme un dominant négatif qui bloque la synthèse de p39Mos. A 

l’inverse, une protéine CPEB mutante, chargée d’acide aspartique mimant la phosphorylation, 

est suffisante pour stimuler la polyadénylation de l’ARNm p39Mos et l’accumulation de la 

protéine, même en absence de progestérone (Mendez et coll., 2000a).  



Figure 32 : Régulation de la polyadénylation via la dégradation de la CPEB

Après stimulation par la progestérone, la CPEB est rapidement phosphorylée par Aurora A/Eg2 et 
l’ARNm de p39Mos est polyadénylé. Ce dernier est responsable d’une seconde vague de 
phosphorylation de la CPEB qui entraîne sa destruction partielle. La destruction du dimère de 
CPEB permet le recrutement de la PAP et la polyadénylation des ARNm tardifs comme celui des 
cyclines (d’après De Moor et Richter, 1997 ; Mendez et coll., 2002).
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La polyadénylation séquentielle des ARNm est régulée par le nombre de CPE présent 

au niveau 3’UTR des ARNm. L’ARNm de p39Mos, qui est polyadénylé précocément, présente 

un seul CPE alors que les ARNm traduits tardivement, comme ceux codant l’histone B4 ou les 

cyclines B1 et A1, ont deux CPE. Les travaux de De Moor et Richter (1997) ont montré que, 

si un des deux CPE de la cycline B1 est retiré, la polyadénylation de l’ARNm devient 

indépendant de p39Mos et de Cdk1 et l’ARNm est polyadénylé précocément. Il est possible 

que les deux CPE, et ainsi les deux CPEB qui les lient, puissent inhiber la formation d’un 

complexe de polyadénylation actif par dimérisation ou interaction avec d’autres facteurs qui 

lieraient les deux CPEB (Mendez et coll., 2000a ; Figure 32). Une telle configuration de 

facteurs empêcherait l’interaction précoce de la CPEB avec le CPSF durant la reprise 

méiotique. La destruction partielle de la CPEB, induite par Cdk1, libérerait une de ses 

molécules qui interagit avec le CPSF et permettrait la polyadénylation et la traduction des 

ARNm (Paris et coll., 1991; Hake et Richter, 1994; Katsu et coll., 1999). 

 Des travaux récents suggèrent que l’activation traductionnelle initiale de p39Mos 

implique un nouvel élément régulateur, le PRE (Polyadenylation Response Element) localisé 

dans le 3’ UTR de l’ARNm (Charlesworth et coll., 2002). Alors que le PRE et le CPE se 

chevauchent partiellement à l’intérieur du 3’ UTR, ils sont fonctionnellement différents. La 

polyadénylation et la traduction stimulées par le PRE précèdent celles stimulées par le CPE. 

Le PRE est la cible des MAPK alors que la polyadénylation cytoplasmique dirigée par le CPE 

est stimulée par Cdk1. Ces résultats expliqueraient l’accumulation biphasique de p39Mos 

observée lors de la stimulation de la progestérone (Gotoh et coll., 1995). La progestérone 

stimule très précocément et temporairement l’activation de la traduction de p39Mos par le PRE 

via la voie des MAPK indépendamment de la CPEB et de Aurora A/Eg2. Cependant, avant la 

GVBD, la régulation de la CPEB par Aurora A/Eg2 ainsi que l’activation de Cdk1 et la 

traduction des ARNm dépendantes du CPE sont nécessaires pour l’accumulation de p39Mos. 

Lors de l’absence de traduction des ARNm de p39Mos dépendant de la CPEB, la synthèse de 

p39Mos stimulée par le PRE n’est pas suffisante pour atteindre le niveau nécessaire pour 

déclencher la reprise méiotique. Ceci pourrait être dû à la nature transitoire de la 

polyadénylation induite par le PRE. Les séquences PRE et CPE pourraient fonctionner 

séquentiellement pour initier et maintenir l’accumulation de la protéine p39Mos in vivo en 

réponse à la progestérone (Charlesworth  et coll., 2002 ; Figure 33). 

La protéine p39Mos synthétisée avant la GVBD présente un niveau partiel de 

phosphorylation associé à une certaine instabilité (Sagata et coll., 1989 ; Watanabe et coll., 

1989). Cependant, cet état paraît suffisant pour stimuler la cascade MAPK et la GVBD 

(Sagata et coll., 1988 ; Sagata et coll., 1989 ; Freeman et coll., 1989). Pendant et après la 



Figure 33 : Contrôle traductionnel de l’accumulation séquentielle de la protéine 
p39Mos

Dans ce modèle, l’activation de la traduction de p39Mos via le PRE (Polyadenylation Response 
Element) précède l’activation de la traduction par le CPE (Cytoplasmic Polyadenylation Element) 
suggérant une activation plus précoce de la voie MAPK que celle du MPF après une stimulation 
par la progestérone (modifié d’après Charlesworth et coll., 2002).
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GVBD, la phosphorylation de p39Mos augmente progressivement, p39Mos est totalement 

phosphorylée et métaboliquement stable dans les ovocytes matures (Watanabes et coll., 

1989). Trois résidus de p39Mos, la sérine 3 (Freeman et coll., 1992 ; Nishizawa et coll., 1992), 

la sérine 16 (Bai et coll., 1991 ; Pham et coll., 1999) et la sérine 25 (Yang et coll., 1996), ont 

été identifiés comme des sites majeurs de phosphorylation.  

La phosphorylation de la sérine 3 facilite l’association de p39Mos avec Mek (Chen et 

Cooper, 1995). Ce résidu est une cible d’auto-phosphorylation (Nishizawa et coll., 1992) bien 

que sa phosphorylation soit toujours observée même si l’activité kinase de p39Mos est 

supprimée par mutation (Freeman et coll., 1992). In vitro, les MAPK phosphorylent le résidu 

sérine 3 (Matten et coll., 1996). Au moment de la GVBD, la phosphorylation de la sérine 3 

augmente la stabilité de p39Mos en empêchant la reconnaissance par une ubiquitine ligase du 

résidu proline 2 adjacent (Freeman et coll., 1992 ; Nishizawa et coll., 1992, 1993). Selon 

certains 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 sérine 3, qui 

inhibe la dégradation de la protéine (Sheng et coll., 2002).  

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

également capables, in vitro, de phosphoryler le résidu sérine 16. Dans les cellules COS 

transfectées exprimant p39Mos, la phosphorylation de la sérine 16 de p39Mos inhibe sa 

dégradation (Pham et coll., 1999).  

Dans les cellules somatiques, la sérine 25 est le site majeur de phosphorylation du 

produit de l’oncogène v-Mos. Ce résidu est phosphorylé par la PKA. Cette phosphorylation 

provoque une légère activation de l’activité de p39Mos (Yang et coll., 1996). Pourtant, la 

phosphorylation de ce site pourrait servir à inhiber l’activation de p39Mos induite par la 

phosphorylation de la sérine 3 (Yang et coll., 1998).  

L’inhibition des mécanismes de dégradation de p39Mos facilite son accumulation. La 

micro-injection d’une protéine Cdk1 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). In vitro, Cdk1 phosphoryle et stabilise p39Mos (Singh et Arlinghaus, 1997; Pham et 

coll., 1999; Castro et coll., 2001).  

La protéine Cdh1, constituant de l’APC, pourrait également être impliquée dans 

l’activation de la voie p39Mos-Xp42Mpk1. Sa synthèse est requise pour la GVBD induite par la 

progestérone. 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 
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contre, elle entraîne la synthèse de p39Mos et l’activation de Xp42Mpk1. Le rôle de Cdh1 lors de 

la reprise méiotique serait indépendant de l’APC (Papin et coll., 2004).  

p39Mos est dégradée peu après la fécondation. Cette dégradation est dépendante de 

l’ubiquitinylation mais est indépendante de p55Cdc20 (Nishizawa et coll., 1992, 1993). 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).  

Plusieurs travaux ont mis en évidence que p39Mos active la voie des MAPK-Xp42Mpk1 

kinases lors de la reprise méiotique stimulée par la progestérone. La micro-injection 

d’oligonucléotides antisens de p39Mos bloque la synthèse de p39Mos  (Barrett et coll., 1990), 

l’activation de Xp42Mpk1 (Dupré et coll. 2002) et l’activation de la MAPKAPK p90Rsk (Barrett et 

coll., 1990 ; Dupré et coll. 2002). La micro-injection de p39Mos déclenche la reprise méiotique 

(Sagata et coll., 1989a). Cependant, p39Mos ne semble pas essentielle à la GVBD, l’inhibition 

de sa synthèse par micro-injection d’oligonucléotides antisens de p39Mos de type Morpholino 

ou de type phosphorothioates ne bloque pas la GVBD induite par la progestérone (Dupré et 

coll., 2002 ; Baert et coll., 2003).  

 

VI.2.1.2- Raf 

La protéine Raf a été initialement identifiée comme étant une oncoprotéine 

rétrovirale à activité sérine / thréonine kinase (Rapp et coll., 1983 ; Moelling et coll., 1984). 

Elle présente trois régions conservées dans les différentes isoformes de Raf. La région CR1, 

localisée en position N-terminale, contient le domaine de liaison à p21Ras lorsque celui-ci 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). 

Egalement localisée en N-terminale, la région CR2 est un domaine riche en sérines et 

thréonines phosphorylables et responsables d’interactions protéiques affectant 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). Le domaine CR3, localisé dans la région 

C-terminale, contient le domaine kinase, essentiel pour l’activité de Raf (Heidecker et coll., 

1990). 

Au cours de la reprise méiotique, Raf-1 est phosphorylée et activée dans les ovocytes 

de Xénope (Fabian et coll., 1993 ; Muslin et coll., 1993b). La micro-injection d’une protéine 

Raf oncogénique entraîne la phosphorylation de Xp42Mpk1 et la GVBD (Muslin et coll., 1993b) 

alors que des dominants négatifs de Raf empêchent l’activation de Xp42Mpk1 lors d’une 



Figure 34 : Modèle d’activation de la voie p39Mos-Xp41Mpk1 après stimulation de la 
maturation par l’insuline ou par la progestérone

La phosphorylation de Xp42Mpk1 et de p90Rsk, induite par l’insuline ou la progestérone, nécessite 
la synthèse de p39Mos.  La phosphorylation partielle de Raf est indépendante de la voie MAPK 
alors que la phosphorylation totale de Raf requiert activation de la voie p39Mos-Xp41Mpk1 (d’après 
Baert et coll., 2003).
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stimulation par la progestérone ou par la micro-injection d’une forme oncogénique de p21Ras 

(Fabian et coll., 1993 ; Muslin et coll., 1993b). La micro-injection d’une protéine Raf 

constitutivement active stimule l’activation de la voie MAPK malgré l’inhibition de la synthèse 

de p39Mos par des oligonucléotides phosphodiesters antisens (Fabian et coll., 1993). Ces 

observations suggèrent que Raf est nécessaire à l’activation de la voie MAPK et qu’elle agit 

en aval de p39Mos. Cependant, d’autres travaux sont en contradiction avec ces résultats. 

Dans des extraits acellulaires, l’activation de la voie MAPK par une protéine p39Mos purifiée 

n’est pas bloquée par l’ajout d’un dominant négatif de Raf (Shibuya et coll., 1996). 

L’activation de la voie Xp42Mpk1 stimulée par la progestérone ou l’insuline semble dépendre 

uniquement de l’accumulation de p39Mos. L’inactivation de la voie p39Mos-Xp42Mpk1 retarde la 

GVBD mais n’inhibe pas la reprise méiotique, par contre, la phosphorylation complète de Raf 

requiert l’activation de Mek1- Xp42Mpk1 (Baert et coll., 2003 ; Figure 34). Des travaux plus 

récents ont souligné le rôle crucial de la voie PI3 kinase dans les mécanismes par lesquels 

les voies p21Ras déclenchent la GVBD, minimisant tout rôle physiologique de Raf dans la 

reprise méiotique (Gaffre et coll., 2006). 

 

VI.2.2- Les voies MAPK 

 

VI.2.2.1-La voie Mek1-Xp42Mpk1 

Chez les vertébrés, deux formes très similaires de protéine Erk sont exprimées : une 

protéine de 42 kDa (p42Erk2) et une protéine de 44 kDa (p44Erk1). Cependant, dans l’ovocyte 

de Xénope, une seule protéine Erk est exprimée : la protéine Erk2, également appelée 

Xp42Mpk1, Xp42Erk ou Xp42MAPK (Ferrell et coll., 1991 ; Gotoh et coll., 1991 ; Jessus et coll., 

1991 ; Posada et coll., 1991). Présente dès le stade I, son taux ne s’accroît significativement 

qu’à partir du stade IV (Furuno et coll., 2003). Xp42Mpk1 est la première MAPK découverte 

dans les ovocytes de Xénope pour sa capacité à phosphoryler la protéine MAP2 lors de la 

reprise méiotique (Haccard et coll., 1990). Elle est l’homologue de la MAPK mammalienne 

p42Erk2.  

Xp42Mpk1 est activée par la MAPK kinase (Mek) qui la phosphoryle sur les deux 

résidus thréonine 183 et tyrosine 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; 

Mansour et coll., 1994). Mek est détectée dans les ovocytes dès le stade I et sa quantité 

augmente au cours de l’ovogenèse (Furuno et coll., 2003). 
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VI.2.2.2-La voie JNK 

Lors de la reprise méiotique, deux isoformes de JNK sont exprimées et activées dans 

l’ovocyte. 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, la micro-injection de p39Mos, Mek ou Raf active 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.  

 

VI.2.2.3- La voie MKK6/p38MAPK 

Dans les cellules de mammifères, quatre formes de MAPK de la famille p38 sont 

connues : p38α, p38β, p38γ et p38δ (Johnson et Lapadat, 2002). Dans les ovocytes de 

Xénope, seules trois isoformes de p38MAPK ont été identifiées : p38α, p38β et p38γ. 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).  

 

VI.2.3- Le module MAPKAP kinase 

  

Le principal relais de la voie Mek1-Xp42Mpk1 est la protéine Xp90Rsk (Ribosomal S6 

subunit protein kinase ; Gross et coll., 2000). Elle 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 reprise méiotique puis 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). Les effets délétères de l’U0126, un 

inhibiteur des Mek 1 et 2, peuvent être supprimés par la micro-injection de p90Rsk 

constitutivement active (Gross et coll., 2000).  

 

VI.2.4- Les MK phosphatases 

 

Les MAPK sont inactivées par déphosphorylation de leurs résidus thréonines et/ou 

tyrosines à l’intérieur de la boucle d’activation par les MAPK phosphatases (MKP). Les MKP 

sont divisées en trois groupes selon leur préférence à déphosphoryler le résidu tyrosine, le 
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résidu tyrosine ou thréonine, les résidus thréonines et tyrosines. Ces dernières sont 

également appelées phosphatases à double spécificité (DUSP ou DSP ; Farooq et coll., 

2003). Une dizaine de MKP est identifiée (Theodosiou et Ashworth, 2002b). 

Les mécanismes de régulation des MKP dans les ovocytes demeurent peu connus. 

Dans les ovocytes de Souris, une activité de type MAPK phosphatase est régulée 

négativement par l’accumulation de p39Mos (Verlhac et coll., 2000b). Seules Mkp1 et Mkp3 

ont été étudiées dans l’ovocyte de Xénope.  

Mkp1 (DUSP1/CL100) déphosphoryle préférentiellement Jnk et p38MAPK plutôt que 

Erk1 et Erk2 (Tanoue et coll., 2001; Theodosiou et Ashworth, 2002a). 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 thréonines et tyrosines de Xp42Mpk1 (Lewis et coll., 1995). La 

micro-injection de Mkp1 dans les ovocytes de Xénope inhibe partiellement la synthèse de 

p39Mos qui pourrait être sous rétrocontrôle positif de Xp42Mpk1. Ce rétrocontrôle pourrait 

impliquer un effet sur la polyadénylation puisque la micro-injection de Mkp3 bloque la 

polyadénylation de l’ARNm de p39Mos induite par micro-injection d’une Mek constitutivement 

active (Howard et coll., 1999). 

Mkp3 (DUSP6/PYST1/rVH6) est spécifique de Erk1 et Erk2 (Groom et coll., 1996; 

Muda et coll., 1996), son identification n’a pas été rapportée dans l’ovocyte de Xénope. 

 

VI.3- Rôle des voies MAPK dans la reprise méiotique 

 

Contrairement aux cellules somatiques, les voies MAPK n’ont pas de rôle génomique 

dans les ovocytes de Xénope puisque la reprise méiotique est indépendante de la 

transcription.  

 

VI.3.1- Rôles des MAPK dans la GVBD 

 

L’activation du MPF et la GVBD peuvent être stimulées par la voie MAPK en absence 

d’hormone dans les ovocytes de Xénope. La reprise méiotique peut être déclenchée par la 

micro-injection d’une protéine p21Ras humaine (Birchmeier et coll., 1985), par la 

micro-injection d’une protéine p39Mos recombinante (Yew et coll., 1992) ou de son 

ARNm (Freeman et coll., 1989 ; Sagata et coll., 1989a). L’activation du MPF et la GVBD 

peuvent être également stimulées par la micro-injection de formes constitutivement actives 



 

 

Tableau 2 : Effets de différents inhibiteurs de la voie MAPK sur la reprise méiotique des 
ovocytes de Xénope 

 

effet sur la GVBD inhibiteur effet 

Pg insuline 

References 

anticorps anti-Ras inactive Ras aucun inhibition Despande et Kung, 1987 
Korn et coll., 1987 

inhibition N.D. Muslin et coll., 1993 dominant négatif 
Raf 

inactive Ras et Raf 

retard N.D. Fabian et coll., 1993 

p39Mos-POAS inhibe l’accumulation de 
p39Moss 

inhibition inhibition Sagata et coll., 1988 
Barrett et coll., 1990 

p39Mos-MAS inhibe l’accumulation de 
p39Moss 

retard N.D. Dupré et coll., 2002 

p39Mos-PSAS inhibe l’accumulation de 
p39Mos 

retard retard Baert et coll., 2003 

geldanamycine inhibe p39Mos retard inhibition Fisher et coll., 1999 

facteur létal de la 
toxine de l’anthrax 

clive et inactive 
l’ensemble de MEK 

inhibition N.D. Duesbery et coll., 1998 
Bodart et coll., 2002 
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., 2002 

anti-corps anti-Erk inactive les MAP kinases inhibition N.D. Gotoh et Nishida, 1994 
Kosako et coll., 1994 

ARNm MPK1 inactive Xp42Mpk1 inhibition N.D. Gotoh et coll., 1995 
Howard et coll., 1999 

ARNm MPK3 déphosphoryle  Xp42Mpk1 retard N.D. Fisher et coll., 1999 

 

 

MAS : oligonucléotides antisens Morpholino de p39Mos 
POAS : oligonucléotides phosphodiester antisens de p39Mos 
PSAS : oligonucléotides phosphorothioates antisens de p39Mos 
N.D. : non déterminé 
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de Mek1 (Gotoh et coll., 1995 ; Huang et coll., 1995) ou de Mek2 (Bodart et coll., 2002), de 

Erk2 thiophosphorylée (Haccard et coll., 1995) ou de p90Rsk constitutivement active (Gross et 

coll., 2001). Par ailleurs, l’activation du MPF et la GVBD, déclenchées par micro-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., 2002), alors que la reprise 

méiotique stimulée par Erk 2 thiophosphorylé est dépendante de la traduction des ARNm 

(Haccard et coll., 1995).  

L’inhibition de la voie MAPK a donné des résultats contradictoires en fonction des 

stratégies d’inhibition utilisées (Tableau 2). Certains auteurs montrent que l’inhibition de la 

cascade des MAPK empêche l’activation du MPF et la GVBD. La micro-injection 

d’oligonucléotides phosphodiesters antisens dirigés contre p39Mos bloque la reprise méiotique 

stimulée par la progestérone ou par l’insuline (Sagata et coll., 1988 ; Barrett et coll., 1990). 

La micro-injection d’un anticorps neutralisant ou d’une forme dominant négatif de p21Ras 

n’empêche pas la reprise méiotique déclenchée par la progestérone mais bloque celle 

stimulée par l’insuline (Deshpande et Kung, 1987 ; Korn et coll., 1987). En présence de 

progestérone, la micro-injection d’une forme dominant négatif de Raf retarde (Fabian et 

coll., 1993) ou inhibe (Muslin et coll., 1993b) la reprise méiotique. Elle peut être également 

bloquée par micro-injection 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 ; Chopra et coll., 2003) ou par l’incubation des ovocytes en présence de PD98059, un 

inhibiteur de Mek1 et 2 (Cross et Smythe, 1998). Enfin, l’inhibition de Xp42Mpk1 par micro-

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. 

A l’inverse, d’autres auteurs montrent que l’inhibition de la voie MAPK induit un 

simple retard de la GVBD lorsque les ovocytes sont traités par la progestérone. L’inhibition 

de la synthèse ou de l’activité de p39Mos, par micro-injection d’oligonucléotides antisens de 

type Morpholino ou phosphorothioates (Dupre et coll., 2002; Baert et coll., 2003) ou par 

incubation en présence de geldanamycine, inhibiteur de Hsp90 (Fisher et coll., 1999, 2000), 

n’empêchent pas la GVBD mais la retardent. La présence d’U0126, inhibiteur de Mek1 et 

Mek2,  conduit à des résultats similaires (Gross et coll., 2000). La micro-injection d’ARNm 

codant la phosphatase Mkp3 retarde également la GVBD (Fisher et coll., 1999). Bien que la 

surexpression de MKK6 et de p38γ déclenche la GVBD, la micro-injection de formes 

mutantes dominants négatifs de Xp38γ  ou de MKK6 ne font que la retarder (Perdiguero et 

coll., 2003). 

 



Figure 35 : Stimulation du MPF par les différents membres de la voie MAPK

Les différentes voies MAPK pourraient être impliquées dans l’activation du MPF en agissant 
essentiellement sur deux protéines : Myt1, un inhibiteur de l’activation du MPF et Cdc25, un 
activateur du MPF. p90Rsk ainsi que p39Mos seraient capables de phosphoryler et d’inhiber Myt1. 
Par ailleurs, in vitro, Raf1 est capable de phosphoryler et d’activer Cdc25 A et B, de la même 
manière, p38γ est capable de phosphoryler et d’activer Cdc25.
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VI.3.2- Mécanismes d’activation du MPF par les voies MAPK 

 

Les MAPK participeraient à l’activation du MPF en inhibant Myt 1, protéine kinase 

inhibitrice de Cdk1. Myt 1 s’associe via son extrémité C-terminale à p90Rsk. In vitro, cette 

association entraîne la phosphorylation et l’inactivation de Myt 1. Dans l’ovocyte, des 

complexes Myt 1 - p90Rsk (de préférence hyperphosphorylée) ont été immunoprécipités. Ces 

observations suggèrent que p90Rsk participe à l’activation du MPF en inhibant Myt 1 (Palmer 

et coll., 1998). Par ailleurs, p39Mos est également capable d’interagir directement avec Myt 1 

in vitro. p39Mos phosphorylerait Myt 1 in vivo et faciliterait ainsi la conversion du pré-MPF en 

MPF, même en absence d’activation de la voie MAPK (Peter et coll., 2002). Bien que p39Mos 

et p90Rsk soient toutes deux inhibées en présence de geldanamycine, Myt 1 subit un retard 

de mobilité électrophorétique sur immunoempreinte. Ces résultats suggèrent une régulation 

complexe de Myt 1 par une autre voie que p39Mos-Mek1-Xp42Mpk1-p90Rsk (Fisher et coll., 

1999). 

Les voies MAPK participent également à l’activation du MPF via la régulation positive 

de Cdc25 (Figure 35). Cdc25 est associée à Raf1 dans les ovocytes de Xénope bloqués en 

prophase I ou en métaphase II. In vitro, Raf1 phosphoryle et active Cdc25 A et 

B (Galaktionov et coll., 1995). Les MAPK de la famille p38 interviendraient également dans 

l’activation de Cdc25. L’activité phosphatase de Cdc25 a été testée in vitro en présence de 

Xp38γ et de Xp38α. Seule Xp38γ stimule l’activité de Cdc25, en phosphorylant le résidu 

sérine 205. La capacité de Xp38γ à activer le MPF en phosphorylant Cdc25 est néanmoins 

plus faible que celle de Plx1 (Perdiguero et coll., 2003).  

 

VI.3.3- Suppression de la phase S 

 

L’inactivation de la voie MAPK dans l’ovocyte de Xénope provoque une réplication 

précoce de l’ADN après la première division de méiose (Furuno et coll., 1994 ; Gross et coll., 

2000 ; Dupre et coll., 2002). L’inhibition de Cdk1 à la transition méiose I-méiose II, par un 

dominant négatif, entraîne la reformation d’une enveloppe nucléaire et la réplication de 

l’ADN (Furuno et coll., 1994). De même, 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). Ainsi, la voie p39Mos-Xp42Mpk1 serait nécessaire pour réactiver 

prématurément le MPF et maintenir un certain niveau d’activité de celui-ci, ce qui 

empêcherait la réplication de l’ADN entre les deux divisions méiotiques dans les ovocytes de 
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Xénope (Sagata et coll., 1989b ; Yew et coll., 1992 ; Nebreda et coll., 1995 ; Masui, 2000 ; 

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

 

VI.3.4- Activité CSF : stabilisation des cyclines 

 

Le facteur responsable de l’arrêt des ovocytes de vertébrés en métaphase de 

deuxième division est le CSF (Cytostatic Factor ; Masui et Markert, 1971). La micro-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.  

La nature du CSF est encore débattue. Cependant, lorsque les membres de la voie 

MAPK : p39Mos (Sagata et coll., 1989b), Xp42Mpk1 (Haccard et coll., 1993) ou p90Rsk (Gross et 

coll., 1999), sont injectés dans une cellule d’un embryon au stade 2, ils bloquent la division 

du blastomère injecté. Le même résultat est obtenu en injectant un ARNm codant une forme 

constitutivement active de Mek1 (Sagata, 1995). Par contre, l’activité cytostatique de p39Mos 

est inhibée par des anticorps neutralisant Mek1 (Kosako et coll., 1994a). La 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. Dans les ovocytes 

matures, la dégradation de la cycline B est fortement inhibée (Murray et coll., 1989). p39Mos 

pourrait être impliquée dans 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). 

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., 1989b).  

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). Cependant, les MAPK ne 

semblent pas inactiver la voie de dégradation des cyclines mais plutôt prévenir la promotion 

de cette dégradation par le MPF (Abrieu et coll., 1996 ; Abrieu et coll., 2001). En plus de son 

implication dans l’activité CSF, p39Mos stimule la synthèse des cyclines B1 : les ARNm de la 

cycline B1 contiennent dans leur UTR3’ une séquence de type MRE (Mos Response Element ;  

Ballantyne et coll., 1997 ; de Moor et Richter, 1997). Cependant, l’inhibition de l’activité des 

Mek, par le PD98059, n’a pas d’effet sur la polyadénylation des ARNm de la cycline B1,  ce 

qui suggère que la synthèse des cyclines B1 peut être stimulée par une voie indépendante 

des MAPK (Howard et coll., 1999). 
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La levée du blocage métaphasique, entraînant une dégradation complète et rapide 

des cyclines et la séparation des chromatides sœurs, requièrt une augmentation de la 

concentration calcique intracellulaire et l’activation de la CaMKII (Ca2+-calmoduline 

dépendante Kinase II ; Lorca et coll., 1991 ; Lorca et coll., 1993 ; Morin et coll., 1994). 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 en présence 

d’une activité MAPK 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. 

  

VI.3.5- Régulation du point d’assemblage du fuseau et relations avec 

les microtubules 

 

De nombreuses études réalisées dans les ovocytes de mammifères ont mis en 

évidence que la voie Mek-Erk intervient dans le contrôle de la formation et de la stabilité du 

fuseau. Dans les ovocytes de Porc et de Souris, les MAPK sont localisées au niveau du fuseau 

métaphasique et migrent 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, la micro-injection d’oligonucléotides antisens (Paules et 

coll., 1989) ou d’anticorps (Zhao et coll., 1991) dirigés contre p39Mos bloque l’expulsion du 

premier globule polaire. La micro-injection d’un anticorps dirigé contre p39Mos empêche la 

formation du fuseau méiotique (Zhao et coll., 1991). Pourtant, des ovocytes de Souris, chez 

lesquels l’activité MAPK est inhibée par mutation des deux allèles du gène codant p39Mos, 

peuvent se diviser et expulser le premier globule polaire, même si ce dernier est 

anormalement grand (Verlhac et coll., 2000a). Une autre étude a montré que de nombreux 

ovocytes p39Mos-/- présentent des anomalies dans la répartition des chromosomes sur la 

plaque équatoriale du fuseau ainsi qu’une condensation plus faible de la chromatine (Araki et 

coll., 1996). De plus, les microtubules et la chromatine prennent un aspect interphasique 

entre la métaphase I et la métaphase II dans les ovocytes p39Mos-/- contrairement aux 
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ovocytes témoins dans lesquels l’organisation microtubulaire et la condensation des 

chromosomes restent stables entre les deux divisions méiotiques (Verlhac et coll., 1996).  

Dans les modèles Amphibiens, les études concernant les MAPK et le fuseau de 

division sont beaucoup moins abondantes. 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 

lorsque les ovocytes sont traités avec de l’U0126 (Gross et coll., 2000; Bodart et coll., 2002; 

Horne et Guadagno, 2003) ou micro-injectés d’oligonucléotides Morpholinos antisens dirigés 

contre p39Mos (Dupre et coll., 2002). Chez Rana japonica, l’inhibition de Mek par l’U0126 ne 

permet pas l’organisation d’un MTOC à la base de la vésicule germinative. Les chromosomes 

ne se condensent que partiellement et aucun fuseau bipolaire ne s’organise (Kotani et 

Yamashita, 2002).  

La voie Erk est également impliquée dans 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 impliquées 

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). 

 

L’ensemble des mécanismes moléculaires et cytologiques associés à la reprise 

méiotique est également accompagné d’un certain nombre de modifications ioniques. 

 



 

Tableau 3 : Activité intracellulaire des principaux ions dans l’ovocyte de Xénope 
 

 
espèce ionique 

 
concentration en mM 

 

 
auteurs 

23 Kusano et coll., 1982 

6 Barish, 1983 

10  Costa et coll., 1989 

4  Milovanovic et coll., 1991 

Na
+
 

9  Cougnon et coll., 1996 

148 Kusano et coll., 1982 

92 Barish, 1983 

117 Lotan et coll., 1982 

110 Costa et coll., 1989 

K
+
 

76 Cougnon et coll., 1996 

62 Kusano et coll., 1982 

54 Lotan et coll., 1982 

33 Barish, 1983 

38 Costa et coll., 1989 

50 Weber et coll., 1995 

Cl
-
 

24 Cougnon et coll., 1996 

3.10
6 O’Connor et coll., 1977 

50-90.10-
6 Brooker et coll., 1990 

30.10-
6 Parker et Ivorra, 1993 

Ca
2+
 

400.10-
6
 Wu et coll., 1998 

Mg
2+ > 0.5 Wu et coll., 1998  

 

 

 

 

Tableau 4 : Valeur du potentiel d’équilibre pour les principaux ions dans l’ovocyte de 
Xénope 
 

potentiel d’équilibre mV références 

46 Kusano et coll., 1982 ENa+ 

61 Costa et coll., 1989 

-108 Kusano et coll., 1982 EK+ 

-95 Costa et coll., 1989 

-14 Kusano et coll., 1982 ECl- 

-28 Costa et coll., 1989 
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Chapitre VII : Evénements ioniques de la reprise 

méiotique 
 

VII.1- Caractéristiques électrophysiologiques de l’ovocyte 

immature 

 

La membrane plasmique marque une frontière entre le compartiment interne et 

externe de la cellule. Cette compartimentalisation est essentielle pour l’activité de la cellule 

ainsi que pour sa viabilité. De nombreuses études ont été réalisées sur l’ovocyte de Xénope 

afin de déterminer les activités intracellulaires en différents ions. Les cations comme les ions 

potassiques sont majoritairement répartis dans le compartiment intracellulaire alors que les 

ions sodiques et calciques sont localisés principalement dans le compartiment extracellulaire.  

Cependant, les résultats obtenus montrent une grande disparité dans les activités 

ioniques. Celle-ci peut s’expliquer par l’utilisation d’outils de mesure différents et par une 

large variabilité selon les femelles. Toutefois, les activités mesurées sur des ovocytes 

provenant d’une même femelle sont assez similaires (Tableau 3).  

Une grande variabilité est également observée pour le potentiel d’équilibre des trois 

principaux ions présents dans l’ovocyte : sodiques, potassiques et chlores (Tableau 4). Ces 

différences de valeurs peuvent s’expliquer par des activités ioniques intracellulaires variables 

selon les auteurs. 

La différence de distribution des charges électriques entre le milieu intracellulaire et 

extracellulaire crée un gradient électrique à travers la membrane : le potentiel de membrane 

ou de repos (mesuré en Volts). Le potentiel de repos est majoritairement déterminé et 

régulé par la concentration de potassium. Dans l’ovocyte immature, le potentiel de repos est 

négatif mais une grande variabilité est également observée selon les lots d’ovocytes 

(Tableau 5). Cependant, il est généralement compris entre –30 mV et –70 mV. 

 

VII.2- Modifications ioniques membranaires associées à la 

reprise méiotique 

 

La reprise méiotique est marquée par une modification des propriétés électriques de 

la membrane plasmique des ovocytes. Ces changements préparent l’ovocyte pour la 

fécondation et pour son transfert en eau douce lors de la ponte. 



 

 

Tableau 5: Potentiel de membrane mesuré dans des ovocytes défolliculés 
 

valeur du potentiel de membrane références 
 

- 27 mV Kusano et coll., 1982 

- 41 mV Costa et coll., 1989 

- 44 mV Ackerman et coll., 1994 

- 50 mV Weber et coll., 1995 

- 47 mV Liebold et coll., 1996 

- 59 mV Milovanovic et coll., 1991 
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Au cours de la reprise méiotique, la membrane de l’ovocyte se dépolarise et la 

résistance membranaire augmente transitoirement lors de la GVBD (Moreau et coll., 

1976 ; Bellé et coll., 1977 ; Ziegler et  Morrill, 1977, Wallace et  Steinhard, 1977 ; Kado et 

coll., 1981). Durant les deux à trois heures qui suivent la stimulation par la progestérone, la 

sélectivité aux ions potassiques diminue (Ziegler et  Morrill, 1977 ; O’Connor et coll., 1977, 

Morrill et  Ziegler, 1980) et la pompe Na+-K+ est inhibée par internalisation, ce qui contribue 

à la dépolarisation membranaire (Weinstein et coll., 1982 ; Schmalzing et coll., 1990). 

L’amplitude et l’évolution du potentiel de membrane lors de la reprise méiotique varient 

selon les espèces. La membrane des ovocytes de Xenopus laevis se dépolarise avant la 

GVBD d’environ 30 mV, puis se repolarise lors de la GVBD. Elle se dépolarise de nouveau 

après la GVBD (Lee et Steinhardt, 1981). Chez les ovocytes d’Ambystoma (Urodèle), la 

membrane s’hyperpolarise de quelques millivolts lorsque la progestérone est ajoutée, se 

dépolarise lentement durant les premières heures puis devient positive (+40 mV) après le 

début de la GVBD (Rodeau et Vilain, 1986). 

Certains courants ioniques sont affectés au cours de la reprise méiotique. C’est le cas 

du courant chlore dépendant du calcium chez le Xénope. Durant les cinq à huit heures qui 

suivent la stimulation par la progestérone, l’amplitude du courant chlore sortant transitoire 

augmente puis diminue progressivement avant la GVBD pour disparaître totalement (Vilain et 

coll., 1989). 

 

VII.3- Variations de calcium associées à la reprise méiotique 

 

L’ion calcique est un second messager universel essentiel pour de nombreuses 

réponses cellulaires. Le calcium, à la différence de la plupart des seconds messagers, ne 

peut pas être métabolisé. La régulation de sa concentration intracellulaire fait intervenir un 

certain nombre de protéines capables de lier le calcium ou de l’expulser hors de la cellule. 

Les signaux calciques sont régulés à la fois dans le temps, dans l’espace et en amplitude 

(Berridge et coll., 1998). Trois étapes du cycle cellulaire seraient dépendantes du calcium : la 

transition G0/G1, la transition G1/S et la transition G2/M (Berridge, 1995). Le rôle du calcium 

dans la reprise méiotique est à l’origine de nombreuses études dont les conclusions sont 

souvent controversées. Différentes techniques permettent de mesurer les variations de 

calcium dans l’ovocyte. 
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VII.3.1- Outils pour mesurer les variations de calcium dans l’ovocyte 

 

De nombreuses études ont été réalisées dans l’ovocyte afin de déterminer d’une part, 

si la reprise méiotique est associée à une augmentation de la concentration calcique, et 

d’autre part, quel est son rôle dans les processus moléculaires de la reprise méiotique. 

Différentes méthodes ont été utilisées afin de mesurer les modifications de la concentration 

calcique intracellulaire. 

 

VII.3.1.1- Le 45Ca 

L’incubation en présence de 45Ca permet de mesurer les variations de la 

concentration calcique de l’ovocyte, soit en mesurant l’efflux de 45Ca, soit en mesurant la 

radioactivité résiduelle de l’ovocyte (Marot et coll., 1976 ; O’Connor et coll., 1977;  Shapira et 

coll., 1990 ; Duesbery et Masui, 1996). 

 

VII.3.1.2- Les photoprotéines liant le calcium  

De nombreux cnidaires présentent des protéines chémoluminescentes émettant des 

photons lorsqu’elles lient le calcium, telles que l’obéline, la clytine, la nitrocomine ou 

l’aéquorine (Shimomura, 1985 ; Tsuji et coll., 1995). L’aéquorine, extraite de la méduse 

Aequorea forskälea, est l’indicateur calcique bioluminescent le plus largement utilisé. Le 

complexe aéquorine comprend une molécule d’apoaéquorine, un luminophore (la 

coelenterazine) et une molécule d’oxygène (Shimomura et coll., 1988 ; Inouye et coll., 

1989). Lorsque le calcium lie l’aéquorine, la molécule d’oxygène de l’aéquorine est libérée, la 

coelenterazine est oxydée et émet une lumière bleue. 

De nombreux auteurs ont utilisé cette technique afin de mesurer les variations de 

concentration calcique lors de la reprise méiotique (Belle et coll., 1977 ; Moreau et coll., 

1980 ; Wasserman et coll., 1980 ; Cork et coll., 1987). 

 

VII.3.1.3- Les sondes fluorescentes 

Il existe différentes sondes fluorescentes permettant de visualiser les variations de 

calcium comme l’Indo-1, le Quin-2 et le Fura-2. Ces sondes sont généralement dérivées de 

chélateurs calciques et lient le calcium libre intracellulaire. La liaison au calcium induit à la 

fois une variation de l’intensité de la fluorescence et un déplacement du spectre d’excitation. 

Dans l’ovocyte de Xénope, le Fura-2 a souvent été utilisé pour détecter les variations de 

calcium (Ferguson et coll., 1991 ; Schultheiss et coll., 1997 ; Bodart et coll.,1999). 

 



Figure 36 : Principaux mécanismes impliqués dans le maintien de la concentration 
calcique intracellulaire de l’ovocyte de Xénope

Différentes protéines sont impliquées dans la régulation de la concentration intracellulaire de 
calcium. Les pompes PMCA et les échangeurs Na+/Ca+ permettent l’expulsion du calcium hors de 
l’ovocyte. Au niveau du réticulum endoplasmique, les récepteurs à l’IP3 permettent la libération 
de calcium dans le cytoplasme. A l’inverse, les pompes SERCA assurent le remplissage du 
réticulum endoplasmique en calcium. 
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VII.3.1.4- Les courants chlores dépendant du calcium  

 

Des canaux chlores dépendant du calcium ont été identifiés au niveau de la 

membrane plasmique des ovocytes de Xénope (Miledi et Parker, 1984). Bien que l’intensité 

des courants ne soit pas directement corrélée à la concentration calcique intracellulaire, ces 

courants peuvent être utilisés pour détecter des variations du niveau de calcium 

intracellulaire (Dascal, 1987 ; Parker et Miledi ; 1987 ; Hartzell, 1996 ; Hartzell et coll., 

1997). Cette technique a été largement utilisée dans l’ovocyte de Xénope (Hartzell, 1996 ; 

Hartzell et coll., 1997 ; Kuruma et Hartzell, 2000 ; Kuruma et coll., 2000 ; Jeong et coll., 

2004 ; Tang et coll., 2005). 

 

VII.3.2- Mécanismes impliqués dans la régulation de la 

concentration calcique intracellulaire  

 

L’augmentation de la concentration calcique cytoplasmique peut impliquée une 

libération du calcium à partir des stocks intracellulaires et/ou un influx de calcium venant du 

milieu extracellulaire (Figure 36).  

Dans les cellules non excitables, la voie primaire d’entrée de calcium est l’entrée 

capacitive à travers l’activation du mécanisme SOCE (Store Operated Calcium Entry ; 

Berridge, 1995). L’influx de calcium est activé en réponse à la déplétion des stocks calciques 

intracellulaires. Les mécanismes couplant la déplétion des stocks intracellulaires à l’activation 

des SOCE restent mal identifiés. Trois modèles ont été proposés (Figure 37) : le « couplage 

physique » (Berridge, 1995 ; Kiselyov et coll., 1998), les « messagers diffusibles » 

(Randriamampita et Tsien, 1993 ; Csutora et coll., 1999) et les « vésicules de fusion » 

(Somasundaram et coll., 1995, Yao et coll., 1999).  

Alors que dans la plupart des tissus, les cellules expriment des récepteurs à l’IP3 

(IP3R) et des récepteurs à la ryanodine (RyR), les ovocytes de Xénope n’expriment que les 

récepteurs à l’IP3 (Parys et coll., 1992 ; Stehno-Bittel et coll., 1995) qui constituent les seuls 

canaux intervenant dans la libération du calcium à partir du réticulum endoplasmique (Parys 

et Bezprozvanny, 1995). Dans les ovocytes immatures, les récepteurs à l’IP3 sont distribués 

de manière diffuse au niveau du réticulum endoplasmique alors que dans les ovocytes 

matures, ils sont regroupés en « cluster » et leurs sensibilités au calcium et à l’IP3 sont 

modifiées, conduisant à une libération plus importante et plus durable du calcium (Parys et 

coll., 1994 ; Kume et coll., 1997 ; Machaca, 2004 ; El Jouni et coll., 2005). A l’inverse, la 
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Figure 37 : Différents modes de couplage entre la vidange des stocks calciques 
intracellulaires et l’activation des SOCs

La fixation de l’IP3 à son récepteur, localisé au niveau du réticulum endoplasmique, provoque une 
libération de calcium. (1) A la suite de la déplétion des stocks intracellulaires de calcium, un facteur 
diffusible serait libéré à partir du réticulum endoplasmique et activerait les SOCs. (2) La déplétion 
des stocks intracellulaires de calcium induirait la fusion de vésicules membranaires renfermant les 
SOCs avec la membrane plasmique. (3) La déplétion des stocks intracellulaires de calcium 
entraînerait un changement de conformation des récepteurs à l’IP3, lequel est transmis aux canaux 
SOCs situés au niveau de la membrane plasmique par une interaction directe protéine-protéine.
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pompe SERCA (Sarcoendoplasmic Reticulum Ca2+-ATPase) est impliquée dans le remplissage 

du réticulum endoplasmique en calcium.  

Au niveau de la membrane plasmique de l’ovocyte, la pompe PMCA (Plasma 

Membrane Ca2+-ATPAse) est responsable de l’extrusion du calcium hors de la cellule. La 

présence d’un échangeur Na+/Ca2+ (NCX) a également été mise en évidence par l’équipe de 

Solis-Garrido et coll. (2004). Dans des conditions physiologiques normales, cet échangeur 

expulse le calcium hors de la cellule en contrepartie de l’entrée de sodium. Il serait 

co-localisé à proximité des récepteurs à l’IP3 du réticulum endoplasmique et aurait un rôle 

essentiel dans l’extrusion du calcium libéré à partir du réticulum endoplasmique. L’ovocyte 

présente également, au niveau de la membrane plasmique, des canaux calciques dépendant 

du voltage (VDCC) notamment des canaux de type L et N (Lacerda et coll., 1994). 

Les mitochondries pourraient également être impliquées dans la régulation de 

l’homéostasie calcique dans l’ovocyte de Xénope, notamment dans la régulation de l’initiation 

des vagues calciques. Elles sont localisées essentiellement au niveau cortical de l’ovocyte, 

avec des alternances de zones plus ou moins riches. Les « clusters » de récepteurs à IP3, au 

niveau du réticulum endoplasmique, situés à proximité de zones riches en mitochondries, 

sont rarement à l’origine de l’initiation de vagues calciques (Marchant et coll., 2002).  

 

VII.3.3- Modification de la signalisation calcique durant la reprise 

méiotique de l’ovocyte  

 

Durant la reprise méiotique, la voie de signalisation calcique subit des modifications 

fonctionnelles. Ces modifications préparent l’augmentation soutenue de calcium qui se 

produit lors de la fécondation et qui empêche la polyspermie (Kline et Nuccitelli, 1985 ; Kline, 

1988) et induit l’exocytose des granules corticaux (Grey et coll., 1976). L’augmentation de la 

concentration calcique intracellulaire est aussi responsable de la levée du blocage en 

métaphase II par inactivation du CSF (Meyerhof et Masui, 1979).  

Durant la reprise méiotique, l’entrée de calcium suite à l’activation des SOCs 

(store-operated Ca2+ channel) est inhibée (Machaca et Haun, 2000 ; Machaca et Haun, 

2002). La micro-injection d’IP3 induit une libération de calcium à partir des stocks 

intracellulaires, qui à la différence des ovocytes immatures, n’est pas suivie d’un influx de 

calcium dans les ovocytes matures. Le courant ISOCE est inactivé 15 min après la GVBD et 

reste inactivé jusqu’à la fin de la maturation. L’activation du MPF bloque le couplage entre la 

déplétion des stocks calciques intracellulaires et l’activation des SOCs (Machaca et Haun, 

2002). 



Figure 38 : Modifications de la signalisation calcique durant la reprise méiotique

Lors de la reprise méiotique, de nombreuses modifications touchent la voie de signalisation
calcique. Les récepteurs à l’IP3, localisés au niveau du réticulum endoplasmique, se regroupent
en cluster. La pompe PMCA, localisée au niveau de la membrane plasmique, est internalisée. Le
couplage entre la déplétion des stocks intracellulaires et l’activation des canaux SOCs n’a plus 
lieu dans les ovocytes matures (d’après El Jouni et coll., 2005). 
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De plus, la cinétique de libération du calcium dépendante de l’IP3 est 

considérablement modifiée durant la reprise méiotique. Les vagues de libération calcique 

sont ralenties dans les ovocytes matures comparés aux ovocytes immatures (Lechleiter et 

Clapham, 1992 ; Fontanilla et Nuccitelli, 1998). Elles se propagent de manière saltatoire dans 

les ovocytes immatures (Callamaras et coll.,1998) et de manière continue dans les ovocytes 

matures (Nuccitelli et coll., 1993 ; Fontanilla et Nuccitelli, 1998 ; Dawson et coll., 1999). Le 

regroupement des sites de libération calcique durant la reprise méiotique pourrait expliquer 

ces différents modes de propagation des vagues calciques (Parys et coll., 1994 ; Kume et 

coll., 1997 ; Machaca, 2004 ; El Jouni et coll., 2005). Dans les ovocytes immatures, la 

libération rapide du calcium au niveau d’un site diffuse à un site voisin et induit la libération 

de calcium au niveau de ce dernier (Lechleiter et Clapham, 1992 ; Callamaras et coll., 1998). 

Par contre, la proximité physique des sites de libération dans les ovocytes matures conduit à 

la mise en place d’une vague continue où le calcium libéré au niveau d’un site diffuse sur de 

longues distances avant d’induire la libération à un site adjacent. Par ailleurs, bien que le 

calcium soit nécessaire comme co-agoniste pour le récepteur à l’IP3, de fortes 

concentrations de calcium régulent négativement ces récepteurs (Bezprozvanny et coll., 

1991 ; Mak et coll., 1998). Dans les ovocytes matures, les sites de libération sont proches les 

uns des autres et de fortes concentrations locales de calcium sont libérées à partir d’un site, 

lesquelles inhibent les récepteurs du site voisin. Les sites à proximité seront activés 

seulement quand la concentration locale sera diminuée, ralentissant de ce fait la vitesse de 

propagation. De plus, la pompe SERCA (Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca2+ -ATPase), 

impliquée dans le remplissage du réticulum endoplasmique en calcium, est retrouvée en 

« clusters » dans les ovocytes matures (El Jouni et coll., 2005). La pompe PMCA (Plasma 

Membrane Ca2+-ATPAse), chargée de l’extrusion du calcium dans le milieu extracellulaire, est 

internalisée et disparaît complètement de la membrane plasmique. Dans les ovocytes 

matures, elle est retrouvée dans des vésicules localisées sous la membrane plasmique (El 

Jouni et coll., 2005 ; Figure 38). 

L’évolution de la concentration calcique au cours de la reprise méiotique a fait l’objet 

de plusieurs études (Tableau 6). Alors que certains travaux ont rapporté une augmentation 

transitoire du calcium durant la reprise méiotique induite par la progestérone (Wasserman et 

coll., 1980 ; Moreau et coll., 1980), d’autres études n’ont détecté aucune variation de la 

concentration calcique (Marot et coll., 1976, Bellé et coll., 1977, O’Connor et coll., 1977, 

Cork et coll., 1987). Une étude plus récente (Duesbery et Masui, 1996) met en évidence 

l’évolution de la mobilisation calcique au cours la reprise méiotique stimulée par la 

progestérone : influx de calcium avant d’atteindre 0.45 GVBD50 suivi d’un efflux de calcium 



 

Tableau 6 : Variations de la concentration calcique intracellulaire lors de la reprise 
méiotique de l’ovocyte de Xénope 
 

 
variations de la concentration calcique 
intracellulaire lors de la reprise méiotique 

 

 
outils 

 
références 

non 45
Ca

2+ O’Connor et coll., 1977 

augmentation transitoire 45
Ca

2+
 Wasserman et coll., 1980 

augmentation transitoire 45
Ca

2+ Duesbery et Masui, 1996 

non aéquorine Bellé, 1977 

augmentation transitoire aéquorine Moreau et coll., 1980 

non microélectrode Robinson, 1985 
 

 

 

 

 

Tableau 7 : Effet des variations artificielles de calcium sur la reprise méiotique de l’ovocyte 
de Xénope 
 

outils effets influence sur la 
maturation 

références 

A23187 + [Ca
2+
]EC 

élevée 

�[Ca
2+
]IC maturation sans 

stimulation hormonale 
Wasserman et Masui, 

1975 

iontophorèse �[Ca
2+
]IC maturation sans 

stimulation hormonale 
Moreau et coll., 1976 

TMB-8 pas de libération de 
calcium à partir du RE 

pas d’effet Cork et coll., 1987 

EGTAEC � [Ca
2+
]EC retarde la maturation Gelerstein et coll., 

1988 

EGTAEC � [Ca
2+
]EC inhibe la maturation Han et coll., 1995 

0-Ca
2+ EC +/- EGTAEC 
ou BAPTAEC 

� [Ca
2+
]EC pas d’effet significatif Duesbery et Masui, 

1996 

micro-injection EGTA + 

0-Ca
2+ EC 

� [Ca
2+
]EC+ �[Ca

2+
]IC retarde la maturation Duesbery et Masui, 

1996 

antisens dirigé contre 
récepteur à IP3 

pas de libération de 
calcium à partir du RE 

retarde la maturation Kobrinsky et 
Kirchberger, 2001 

injection IP3 avant 
stimulation de la 

maturation 

� [Ca
2+
]EC accélère la maturation Stith et Maller, 1987 
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jusqu’à 0.65 GVBD50
 puis d’un influx de calcium avant le début de la GVBD50. Le niveau de 

calcium intracellulaire avant la GVBD (mesuré à l’aide du 45Ca2+) est multiplié par deux 

comparé à des ovocytes non traités par la progestérone.  

L’influence des variations calciques sur la reprise méiotique a largement été étudiée 

(Tableau 7). L’exposition de l’ovocyte à un ionophore calcique A23187 (Wasserman et Masui, 

1975b) ou à une iontophorèse de calcium dans le cortex de l’ovocyte peut induire la reprise 

méiotique sans stéroïde (Moreau et coll., 1976). Ces expériences suggèrent que 

l’augmentation du calcium intracellulaire pourrait être une étape précoce nécessaire lors de 

la reprise méiotique. Cependant, une faible concentration de calcium intracellulaire accélère 

la reprise méiotique, et inversement, une concentration intracellulaire de calcium élevée 

retarde la reprise méiotique (Sun et Machaca, 2004). 

L’influence du calcium dans le milieu extracellulaire sur la reprise méiotique reste 

controversée. Certaines études mettent en évidence que la chélation du calcium 

extracellulaire avec de l’EGTA retarde (Gelerstein et coll., 1988) ou inhibe (Han et coll., 

1995) la reprise méiotique. Cependant, l’incubation des ovocytes avant ou dès la stimulation 

par la progestérone dans un milieu dépourvu de calcium (additionné ou non d’EGTA ou de 

BAPTA) n’affecte pas la cinétique de GVBD. Toutefois, la micro-injection d’EGTA dans des 

ovocytes incubés dans un milieu dépourvu de calcium retarde la reprise méiotique induite 

par la progestérone. Ainsi, le calcium intracellulaire serait suffisant pour la reprise méiotique 

(Duesbery et Masui, 1996). La micro-injection d’antisens dirigés contre la partie 5’ des 

récepteurs à l’IP3 retarde la GVBD. Si les ovocytes déficients en récepteurs à l’IP3 sont 

transfectés par des récepteurs à la ryanodine de muscle squelettique de lapin et stimulés par 

la caféine, le retard de la GVBD est supprimé (Kobrinski et coll., 1995). La déplétion des 

stocks calciques intracellulaires par la thapsigargine induit une augmentation du taux de 

GVBD par la progestérone (Kobrinsky et Kirchberger, 2001) et la micro-injection d’IP3 avant 

la stimulation de la reprise méiotique accélèrent la GVBD (Stith et Maller, 1987). 

  

VII.3.4- Les cibles du calcium intracellulaire lors de la reprise 

méiotique  

 

Duesbery et Masui (1996) observent que la micro-injection d’EGTA en absence de 

calcium dans le milieu extracellulaire retarde la GVBD stimulée par la progestérone alors que 

cela n’a pas d’effet sur la GVBD induite par la micro-injection de cytoplasme. Ces résultats 

suggèrent que le calcium est requis pour les mécanismes se situant en amont de l’activation 

du MPF. Cependant, des travaux plus récents montrent qu’une concentration calcique 
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intracellulaire élevée retarde la reprise méiotique en régulant négativement l’activation du 

MPF et de la voie MAPK même si la formation correcte du fuseau méiotique, l’expulsion du 

premier globule polaire et la progression à travers la méiose I nécessite la présence de 

calcium (Sun et Machaca, 2004).  

Le calcium peut également affecter la reprise méiotique à travers son action sur le 

cytosquelette. Le taxol, agent polymérisant des microtubules, retarde la reprise méiotique 

proportionnellement à sa concentration. Ce dernier augmente l’effet inhibiteur de la 

micro-injection de BAPTA sur la reprise méiotique. A l’inverse, le nocodazole, agent 

dépolymérisant des microtubules, n’affecte pas la GVBD induite par la progestérone s’il est 

utilisé seul. Incubés en présence de nocodazole et de l’ionophore A23187, la reprise 

méiotique stimulée par la progestérone est accélérée. Elle  peut être induite par la seule 

présence de l’ionophore A23187 et du nocodazole sans progestérone alors que la présence 

seule de l’ionophore A23187 n’induit pas la reprise méiotique (Duesbery et Masui, 1996) sauf 

si les ovocytes sont placés en présence d’une forte concentration de calcium extracellulaire 

(10 mM) (Wasserman et Masui, 1975b). Une telle concentration de calcium pourrait suffire à 

induire la dépolymérisation des microtubules qui joue un rôle clef dans la reprise méiotique. 

La polymérisation des microtubules pourrait favoriser l’activité de certaines protéines qui se 

trouvent liées à eux. La PKA, liée aux microtubules via Map2 (Leiser et coll., 1986) pourrait 

voir son activité diminuée lors de la dépolymérisation des microtubules. 

 

VII.4- Variations de pHi associées à la reprise méiotique 

 

De nombreuses études ont été effectuées afin de déterminer les mécanismes de 

régulation du pHi de l’ovocyte de Xénope et d’étudier l’effet de différentes substances (bases 

faibles ou acides faibles) sur le pHi de l’ovocyte et sur la reprise méiotique. Différentes 

techniques peuvent être utilisées afin de déterminer le pHi de l’ovocyte de Xénope. 

 

VII.4.1- Outils pour mesurer les variations de pHi dans l’ovocyte 

 

II.4.1.1- Le DMO 

Dans les années 80, de nombreux travaux ont été réalisés en utilisant le DMO 

(diméthyloxazolidine dione) radiomarqué  pour mesurer les variations de pHi. Le DMO est un 

acide faible qui entre dans la cellule sous sa forme non chargée. A l’intérieur de la cellule, il 

s’ionise et devient relativement imperméable à la membrane. L’entrée de DMO dans l’ovocyte 

varie selon le pHe, une diminution du pHe augmente la concentration de la forme non 
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chargée, provoquant une entrée plus importante de DMO dans l’ovocyte. La quantité de 

DMO entrant dans la cellule doit être déterminée après que l’équilibration dans le milieu ait 

eu lieu (Houle et Wasserman, 1983). Les ovocytes sont ensuite rincés puis solubilisés. La 

radioactivité est mesurée par un compteur à scintillation et la valeur du pHi est déterminée 

par l’équation suivante : 

pHi = pKa + log [(DMO]i / [DMO]e (10pHe . pKa + 1) – 1) (Wandel et  Butler, 1959) 

(pKa pour le DMO = 6.32 ; Boron et  Roos, 1976) ; [DMO]i = concentration en DMO 

intracellulaire ; [DMO]e = concentration en DMO extracellulaire ; pHe = pH extracellulaire) 

L’utilisation du DMO présente quelques inconvénients. D’abord, le temps relativement 

long d’équilibration dans l’ovocyte ne permet pas de faire des mesures de variations rapides 

du pHi. De plus, pour que les mesures soient valides, il faut s’assurer que le DMO ne se lie 

pas à des sites internes. Si tel est le cas, l’augmentation de la concentration en DMO dans le 

milieu doit produire une augmentation du ratio DMOi/DMOe. Enfin, il faut également s’assurer 

que le DMO, après être entré dans l’ovocyte, n’est pas métabolisé. Des chromatographies 

réalisées sur des ovocytes immatures et au stade GVBD après incubation en présence de 

DMO montrent que ce n’est pas le cas (Houle et Wasserman, 1983). La validité de cette 

technique a été prouvée en comparant les valeurs de pHi mesurées à l’aide de DMO ou de 

microélectrodes sélectives au ions (Cicirelli et coll., 1983). 

 

VII.4.1.2- Les sondes fluorescentes 

Les sondes fluorescentes sont couramment utilisées pour la détermination du pHi 

dans les cellules. Cette méthode repose sur l'utilisation d'un traceur fluorescent incorporé 

dans la cellule et dont le spectre de fluorescence varie en fonction du pH. L’un des traceurs 

fluorescents souvent utilisé pour déterminer le pHi est la BCECF ((2’,7’-bis(2-carboxyethyl)-

5(6)-carboxyfluoresceine), un dérivé de la fluorescéine.  

Deux images du même champ sont successivement prises à deux longueurs d'onde 

d'excitation différentes pour une même longueur d'onde d'émission. Le rapport de 

fluorescence émis aux deux longueurs d'onde sera proportionnel à la concentration en ions 

hydrogènes. Cette technique nécessite une calibration préalable, réalisée en mesurant le 

ratio de fluorescence dans des solutions de pH différent. 

En pratique, les cellules sont chargées avec un dérivé estérifié de la BCECF capable 

de passer à travers la membrane des cellules et la fluorescence dans les cellules est mesurée 

avec un spectrofluoromètre. Les travaux de Sasaki et coll. (1992) ont montré que les 

ovocytes possèdent les estérases nécessaires pour convertir la BCECF-AM en BCECF et que 

l’utilisation de tels composés fluorescents est possible pour mesurer les variations de pHi 



Figure 39 : Variation du pHi durant la reprise méiotique de l’ovocyte de Xénope

Le pHi augmente transitoirement de 0.2 unités pH avant la rupture de l’enveloppe nucléaire puis 
revient à sa valeur initiale après la GVBD (mesure effectuée avec des microélectrodes sélectives 
aux ions hydrogènes ; d’après Lee et Steinhardt, 1981).
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dans l’ovocyte de Xénope (Sasaki et coll., 1992 ; Rodeau et coll., 1998). La BCECF non 

estérifiée peut également être micro-injectée dans les ovocytes.  

 

VII.4.1.3- Les microélectrodes sélectives aux ions hydrogènes 

Les microélectrodes sont construites avec du verre particulier, qui est conducteur 

seulement pour les ions hydrogènes. Pour que les mesures de pH soient valables, il faut 

s’assurer que seules les surfaces sensibles au pH soient en contact avec le cytoplasme de la 

cellule. La microélectrode est remplie d’une solution tampon conductrice, reliée avec un fil 

d’argent à un électromètre. Lorsque l’électrode est introduite dans la cellule, un signal est 

généré à travers l’électrode qui correspond à la somme du potentiel de membrane et du 

signal de Nernst fondé sur la différence de pH entre la solution de l’électrode et du 

cytoplasme. Comme le signal enregistré dépend du pHi, une microélectrode remplie de KCl 

est également implantée dans la cellule afin de mesurer le potentiel de membrane. La 

soustraction entre ces deux mesures permet de déterminer le pHi. Ce type de 

microélectrodes en verre a le plus souvent été supplanté par de nouvelles microélectrodes 

micro-injectées d’une résine sensible aux ions hydrogènes. Le principe de la mesure reste le 

même mais ces microélectrodes présentent l’avantage d’avoir un diamètre encore plus petit. 

Il existe également des microélectrodes comprenant deux compartiments qui permettent de 

mesurer le pHi et le potentiel de membrane simultanément. 

 

VII.4.2- Variations du pHi au cours de la reprise méiotique 

Au cours de la reprise méiotique, le pHi augmente de manière transitoire. Dans 

l’ovocyte de Xenopus laevis, Lee et Steinhardt (1981) ont mesuré, avec des microélectrodes 

sélectives au pH, une augmentation transitoire du pHi de 0,18 unités pH juste avant la GVBD 

(Figure 39). Une augmentation de pHi se produit également dans les ovocytes d’Ambystoma 

mexicanum (Baud et Barish, 1984 ; Rodeau et Vilain, 1986). Deux heures après la 

stimulation par la progestérone, le pHi augmente de 0,12 unités. Il atteint sa valeur 

maximale six heures post-progestérone et revient à sa valeur initiale juste avant la GVBD 

(Rodeau et Vilain, 1986). 

Chez Xenopus laevis, la valeur du potentiel de membrane ne semble pas avoir de 

conséquence sur le pHi. Des ovocytes qui présentent un potentiel de membrane de –80 mV 

ou de –60 mV ont, en moyenne, le même pHi (Lee et  Steinhardt, 1981). Par contre, la 

dépolarisation de la membrane et l’augmentation du pHi durant la reprise méiotique 

semblent liées par l’équation suivante (Lee et Steinhardt, 1981) : 
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∆Em (en mV) = 1.1 + 125.3∆pHi (r2 = 0.96) 

∆Em = différence entre Em pré-GVBD et Em initial 

∆pHi = différence entre pHi pré-GVBD et pHi initial 

 

Chez certaines femelles dont les ovocytes présentent un potentiel de membrane 

hyperpolarisé, la relation entre ∆Em et le pHi n’est pas retrouvée. Une activité importante de 

la pompe Na+ /K+ pourrait masquer la dépolarisation. 

Chez les annélides Urechis  (Paul, 1975) et Sabellaria  (Peaucellier, 1978) ainsi que 

chez les mollusques tels que Barnea et Spisula (Brassard et coll., 1988 ; Dubé et  Guerrier, 

1982 ; Ii et Rebhun, 1979). la reprise méiotique est également associée à une alcalinisation.  

Chez de nombreux mollusques comme la Patelle (Moreau, 1990, Vilain et coll., 1993), 

Limaria (Deguchi et Osanai, 1994) ou Lottia (Gould et coll., 2001), l’élévation artificielle du 

pHi est suffisante pour induire la reprise méiotique. Incubés en présence de NH4Cl, les 

ovocytes de Patelle subissent les mêmes événements que lorsqu’ils sont stimulés par la GSS 

(Gonad-Stimulating Substance ; Moreau et coll., 1990). Le NH4Cl déclenche la GVBD, la 

condensation des chromosomes, ainsi que la rétraction des cellules folliculaires. 

L’augmentation de la synthèse protéique et la phosphorylation des protéines sont également 

induites lors de l’incubation en présence de NH4Cl (Néant et Guerrier, 1988). 

 

VII.4.3- Mécanismes impliqués dans l’augmentation du pHi lors de la 

reprise méiotique 

 

Selon l’équilibre de Nernst, le pH de l’ovocyte immature de Xénope devrait être de 7 

alors qu’il est estimé à 7.4, ce qui suggère l’existence d’une régulation du pHi par la cellule. 

Burckhardt et coll. (1992) ont étudié les mécanismes impliqués dans la régulation de 

l’homéostasie protonique en analysant le retour à la valeur initiale du pHi après acidification 

intracellulaire, en présence de différents inhibiteurs de protéines membranaires. Suite à une 

acidification intracellulaire, la membrane de l’ovocyte se dépolarise. Lorsque la concentration 

extracellulaire en HCO3
- est diminuée, la dépolarisation augmente légèrement alors que 

l’absence de sodium dans le milieu extracellulaire provoque une légère hyperpolarisation. Ces 

résultent suggèrent que l’ovocyte de Xénope ne présente pas d’échangeur Na+(HCO3)3 ou 

que celui-ci a un rôle négligeable dans l’homéostasie du pHi. L’utilisation d’inhibiteurs de 

pompe ATPase H+, telle que la dicyclohexylcarbodiimide, met en évidence que celle-ci ne 

joue pas un rôle considérable dans le transport des ions hydrogènes à travers la membrane 



 

Tableau 8 : Valeurs du pHi dans l’ovocyte de Xénope immature et mesure des variations du pHi 
lors de la reprise méiotique 
(N.D. : non déterminé) 

 

 
valeur 

moyenne du 
pHi basal 
ovocyte 
immature 

 

 
valeur extrême 
du pHi basal 
ovocyte 
immature 

 
milieu 

extracellulaire 

 
∆∆∆∆ pHi 

mesurée lors 
de la 

maturation 

 
outils utilisés 

 
références 

 
7.45 ± 0.03 
5 ovocytes 
1 femelle 

 

 
7.40 - 7.80 
femelles 
différentes 

 
OR2 pH 7.6 

 
 

0.18 

 
microélectrodes 
sensible au pH 

 

 
Lee et Steinhardt, 

1981 

 
7.43 ± 0.03 
41 femelles 

 
7.06 - 7.93 
41femelles 

 
N.D. 

 
0.30 ± 0.03 
24 femelles 

 
DMO 

 
Cicirelli et coll.,  1983 

 
7.14 ± 0.17 
20 femelles 

 

 
N.D. 

 
OR2 PH 7.6 

 
0.42 

20 femelles 

 
DMO 

 
Houle et Wasserman,  

1983 

 
7.34 ± 0.06 
4 ovocytes 
1 femelle 

 

 
N.D. 

 
N.D. 

 
0.11 ± 0.02 
4 ovocytes 
1 femelle 

 
DMO 

 
Stith et Maller,  1984 

 
7.35 ± 0.03 
25 ovocytes 
6 femelles 

 
7.24 - 7.45 
25 ovocytes 
6 femelles 

 

 
OR2 PH 7.6 

 
N.D. 

 
microélectrodes 
sensibles au pH 

 
Taylor et coll., 1985 

 
7.49 ± 0.12 
15 ovocytes 

 
N.D. 

 
OR2 H 7.9 

 
N.D. 

 
microélectrodes 
sensibles au pH 

 
Burckhardt et coll., 

1991 

 
7.57 ± 0.05 
21 ovocytes 

 
7.13 - 7.97 
21 ovocytes 

 
solution Barth 

pH 7.6 

 
N.D. 

 
BCECF 

 
Sasaki et coll., 1992 

 
7.36 ± 0.04 
16 ovocytes 

 
N.D. 

 
ND pH 7.5 

 
N.D. 

 
BCECF 

 
Rodeau et coll., 1998 
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de l’ovocyte de Xenopus laevis. Le retour au pHi basal, suite à une acidification, est ralenti 

voir supprimé si les ovocytes sont incubés dans un milieu sans sodium ou contenant de 

l’amiloride. L’échangeur Na+/H+ apparaît ainsi comme le principal mécanisme d’extrusion des 

ions hydrogènes dans le compartiment extracellulaire (Burckhardt et coll., 1992b).  

Chez de nombreuses espèces, l’alcalinisation intracellulaire associée à la reprise 

méiotique résulte de l’activation du NHE. L’utilisation d’inhibiteurs de cet échangeur, tel que 

l’amiloride, ou l’incubation dans un milieu dépourvu de sodium permettent de déterminer son 

implication dans les variations de pHi. Chez de nombreuses espèces, comme Barnea et 

Spisula (Ii et Rebhun, 1979 ; Dubé et Guerrier, 1982), Urechis (Paul, 1975) et Sabellaria 

(Peaucellier, 1978), l’alcalinisation intracellulaire se produisant durant la reprise méiotique 

résulte d’un efflux de protons de dans le milieu extracellulaire.  

Cependant, des travaux plus récents ont montré que chez les mollusques comme la  

Patelle aussi bien que chez l’Oursin, le NHE ne semble pas impliqué dans l’alcalinisation 

intracellulaire lors de la reprise méiotique. Gobet et coll. (1995) évoquent l’implication de 

vésicules acides trouvées dans le cytoplasme des ovocytes de Patelles ou de Palourdes. Ces 

dernières pourraient être impliquées dans le pompage des ions hydrogènes cytoplasmiques 

par des ATPase H+ de type vacuolaire. 

Chez le Xénope, l’augmentation du pHi lors de la reprise méiotique est sous contrôle 

cytoplasmique. Elle se produit dans les ovocytes énucléés suggérant que l’alcalinisation 

intracellulaire n’est pas due à une régulation par le noyau ou à la libération d’un facteur 

nucléaire (Lee et  Steinhardt, 1981). Elle a lieu que la reprise méiotique soit stimulée par la 

progestérone, l’insuline ou la micro-injection de cytoplasme (Lee et  Steinhardt, 1981 ; Rezai 

et coll., 1994). L’augmentation du pHi résulte de l’activation du NHE par phosphorylation 

(Wasserman et  Houle, 1984 ; Stith et  Maller, 1985 ; Towle et coll., 1991 ; Rezai et coll., 

1994), p39Mos (Rezai et coll., 1994) et Raf 1 (Kang et coll., 1998) seraient impliquées dans la 

phosphorylation du NHE. 

 

VII.4.4- Rôle de l’augmentation du pHi lors de la reprise méiotique 

 

L’importance de l’augmentation du pHi lors de la reprise méiotique varie selon les 

espèces. Chez Spisula, l’inhibition de l’augmentation du pHi par incubation des ovocytes en 

présence d’amiloride ou en absence de sodium dans le milieu retarde mais n’inhibe pas la 

reprise méiotique. Par contre, chez l’Oursin, l’alcalinisation intracellulaire a un rôle pivot lors 

de la reprise méiotique (Gould et Stephano, 1993 ; Stephano et  Goulg, 1997). A l’opposé, 



Figure 40 : Variations du pHi et de la synthèse protéique au cours de la reprise 
méiotique

L’augmentation du pHi (mesurée à l’aide du DMO) se produit avant le début de la synthèse 
protéique et la GVBD (Houle et Wasserman, 1983). Cependant, contrairement aux 
enregistrements de pHi réalisés par Lee et Steinhardt (à l’aide de microélectrodes, 1981), Houle 
et Wasserman ne rapportent pas de diminution du pHi avant la GVBD.
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chez l’huître Crassostrea, le pHi n’est pas impliqué dans les étapes initiales de la reprise 

méiotique (Kyozuka et coll., 1997). 

Chez Xenopus laevis, l’interprétation de l’augmentation du pHi est rendue plus difficile 

par le fait que le pHi basal et l’amplitude de l’alcalinisation, lors de la reprise méiotique, 

diffèrent selon les femelles (Tableau 8). 

Les ovocytes des femelles injectées de HCG ou de PMSG, dans les jours précédants le 

prélèvement des ovocytes, présentent un pHi plus élevé : 7.73 contre 7.45 pour les ovocytes 

des femelles non injectées. Les premiers signes de la GVBD apparaissent plus rapidement 

dans les ovocytes provenant des femelles injectées (Lee et Steinhardt, 1981). En accord 

avec ces résultats, Stith et Maller (1984) observent une augmentation de 0.3 unités pH dans 

les ovocytes des femelles micro-injectées par la PMSG, et une diminution par deux du temps 

nécessaire pour obtenir la GVBD.  

Le pHi semble affecter l’assemblage des microtubules. Chez Xenopus laevis, lorsque 

la reprise méiotique est stimulée par la progestérone, la vésicule germinale migre au pôle 

animal via la mise en place du réseau de microtubules. Si l’augmentation du pHi est inhibée 

par l’incubation en absence de sodium ou par micro-injection de tampon MOPS pH 6.9, la 

migration de la vésicule germinative est inhibée de 30% et la formation du fuseau est 

ectopique. Inversement, la micro-injection de tampon Tris pH 9, qui induit une alcalinisation 

intracellulaire, provoque la migration de la vésicule germinative dans 25% des cas, en 

absence de stimulation par la progestérone (Flament et coll., 1996).  

Plusieurs études ont porté sur l’influence du pHi sur l’augmentation du taux de 

synthèse protéique lors de la reprise méiotique. Dans l’ovocyte de Xénope, l’augmentation du 

pHi précède l’augmentation de la synthèse protéique (Figure 40). 50 % de l’augmentation 

maximale du pHi a lieu deux heures et demie avant la GVBD50
  et une heure avant 

d’atteindre 50 % de l’augmentation maximale de la synthèse protéique (Houle et 

Wasserman, 1983).  

Dans les ovocytes immatures, la diminution artificielle du pHi affecte peu la synthèse 

protéique sauf pour des valeurs inférieures à 7, où le taux de synthèse protéique diminue 

fortement. Des mêmes variations de pHi réalisées sur des ovocytes au stade GVBD ne 

modifient pas le taux de synthèse protéique (Houle et Wasserman, 1983). L’augmentation de 

la synthèse protéique au cours de l’ovogenèse ne requiert pas une augmentation de pHi. Les 

ovocytes de stade III-IV ont un pHi de 7.39 et les ovocytes de stade VI présentent un pHi 

7.35. Pourtant, entre les stades III et VI, le taux de synthèse protéique augmente d’au 

moins huit fois (Taylor et coll., 1985). De même, le pHi n’est pas impliqué dans la 

phosphorylation de la protéine S6 (Stith et Maller, 1984 ; Taylor et coll., 1985).  
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Objectifs généraux 

 

Selon des études réalisées dans les années 1980, le traitement des ovocytes de 

Xénope avec des drogues, comme la triméthylamine, la méthylamine, la procaïne et 

l’imidazole, déclenche la reprise méiotique sans apport hormonal mais dans un laps de temps 

beaucoup plus long que la maturation induite par la progestérone (Lee et Steinhardt, 1981 ; 

Houle et Wasserman, 1983 ; Flament et coll., 1997). Selon Lee et Steinhardt (1981) et Houle 

et Wasserman (1983), ces drogues étaient supposées alcaliniser les ovocytes. A l’inverse, une 

acidification intracellulaire des ovocytes par le NH4Cl retarde voire inhibe la reprise méiotique 

(Lee et Steinhardt, 1981). L’acétate de sodium produit sur les ovocytes les mêmes effets : 

acidification intracellulaire et inhibition de la maturation (Houle et Wasserman, 1983). 

Les conclusions issues de ces travaux doivent être fortement remises en question 

puisque des travaux récents réalisés par des laboratoires différents ont montré que la 

triméthylamine (Burckhardt et Thelen, 1995), la procaïne (Rodeau et coll., 1998) et d’une 

manière générale, les bases faibles n’induisent pas une alcalinisation, mais une acidification 

intracellulaire des ovocytes de Xénope (Burckhardt et Thelen, 1995).  

Si la procaine déclenche l’activation transitoire du MPF dans les ovocytes de Xénope, la 

micro-injection de tampons alcalins n’induit pas la reprise méiotique (Flament et coll., 1996). 

En présence de procaïne seule, la GVBD se produit sans apparition de tache de maturation : 

la formation du fuseau et la condensation des chromosomes sont observées dans le 

cytoplasme (Flament et coll., 1997). La position ectopique de ces structures est expliquée par 

l’absence d’alcalinisation dans les ovocytes. En effet, des travaux antérieurs réalisés dans 

notre laboratoire ont montré que (1) la procaïne induit une acidification intracellulaire 

(Rodeau et coll., 1998) et (2) l’alcalinisation intracellulaire est requise pour la migration de la 

vésicule germinative à la membrane plasmique (Flament et coll., 1996). 

Dans la continuité de ces travaux, je me suis attachée à déterminer les voies 

biochimiques sensibles aux variations du pHi lors de la reprise méiotique des ovocytes de 

Xénope. Je me suis focalisée sur les voies de signalisation impliquées dans le contrôle de 

l’entrée en phase M. 

 

L’acidification intracellulaire a été induite par incubation des ovocytes en présence de 

NH4Cl 1 et 10 mM (Lee et Steinhardt 1981; Sasaki et coll., 1992 ; Burckhardt et Thelen, 

1995 ; Rodeau et coll., 1998) ou par micro-injection de tampon MOPS pH 6.9 (Flament et 
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coll., 1996). L’augmentation du pHi a été réalisée par la micro-injection de tampon Tris pH 9 

(Flament et coll., 1996) ou par incubation des ovocytes dans un milieu physiologique à pH 9. 

Les effets des variations de pHi ont été étudiés sur la durée d’obtention de la GVBD, sur les 

événements cytologiques de la maturation (condensation des chromosomes et formation du 

fuseau) et sur les activations du MPF et de la voie p39Mos-Xp42Mpk1.  

Notre attention s’est portée, dans un premier temps, sur les relations entre la boucle 

d’auto-amplification du MPF et la voie p39Mos-Xp42Mpk1. Différentes stratégies ont été 

utilisées : micro-injection d’antisens Morpholino dirigés contre p39Mos, incubation des ovocytes 

en présence d’un inhibiteur de synthèse protéique (cycloheximide) ou d’un inhibiteur de 

Mek (U0126) afin d’inhiber la voie p39Mos-Xp42Mpk1.  

Nous avons ensuite tenté d’apprécier les différences de sensibilité des voies MPF et 

p39Mos-Xp42Mpk1 face aux variations de pHi. Pour cela, nous avons testé l’effet des variations de 

pHi dans différentes conditions de stimulation de la maturation : progestérone, micro-injection 

de cytoplasme d’ovocytes matures ou micro-injection de MAPK active. Nous avons analysé les 

effets des modifications de pHi sur la synthèse protéique en étudiant l’accumulation de deux 

protéines dont le mode de synthèse est différent : p39Mos et Aurora A/Eg2. De plus, nous 

avons analysé les conséquences d’une diminution de pHi sur la dégradation de la protéine 

CPEB.  

Dans les ovocytes de Xénope, un milieu physiologique acide déclenche une 

augmentation du calcium (Woodward et Miledi, 1992). Des travaux menés sur la reprise 

méiotique montrent que des concentrations calciques intracellulaires élevées retardent la 

GVBD ainsi que les activations de la voie Xp42Mpk1 et du MPF (Sun et Machaca, 2004). La 

seconde partie de mon travail a consisté à étudier l’effet des variations de pHi sur le niveau 

de calcium intracellulaire. Nous avons testé l’hypothèse que les effets observés avec les 

variations de pHi puissent être dus à une perturbation de l’homéostasie calcique. Ainsi, nous 

avons exploré le lien entre les événements ioniques et moléculaires lors de l’entrée en phase 

M.  
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Partie I : Modulation de la reprise méiotique par 

des variations artificielles de pHi 

 

I.I – Contexte des recherches 

 

A l’instar de la transition G2/M des cellules somatiques, la reprise méiotique des 

ovocytes de Xénope est accompagnée d’une augmentation transitoire du pHi de 0,2 unités 

pH. L’alcalinisation transitoire se produit juste avant la rupture de l’enveloppe nucléaire (Lee 

et Steinhardt, 1981). 

Plusieurs études réalisées dans les années 80 ont mis en évidence que des variations 

de pHi peuvent affecter la reprise méiotique. La diminution de pHi induite par l’acétate de 

sodium ou le NH4Cl retarde ou inhibe la GVBD stimulée par la progestérone (Lee et 

Steinhardt, 1981) alors que l’augmentation du pHi a un effet facilitateur sur la reprise 

méiotique (Cicirelli et coll., 1983). Les auteurs se sont essentiellement focalisés sur 

l’influence du pHi sur la synthèse protéique (Lee et Steinhardt, 1981 ; Houle et Wasserman, 

1983 ; Cicirelli et coll., 1983 ; Stith et Maller, 1984 ; Taylor et coll., 1985). Des variations de 

pHi comprises entre 7.05 et 8.88 (induites par des variations de pHe) n’affectent pas la 

synthèse protéique globale (Cicirelli et coll., 1983). Cependant, les travaux effectués par 

Houle et Wasserman (1983) mettent en évidence qu’une diminution du pHi en-dessous de 7 

(obtenue par diminution du pHe) diminue de manière importante le taux de synthèse 

protéique dans des ovocytes immatures (19.5 ng/heure dans les ovocytes contrôles 

présentant un pHi 7.34 ; 9.3 ng/heure dans les ovocytes présentant un pHi 6.95. Si une 

même variation de pHi est réalisée sur des ovocytes au stade GVBD, la diminution de pHi n’a 

pas d’effet sur le taux de synthèse protéique : 38.7 ng/heure pour les ovocytes contrôles 

(pHi de 7.52) et 37.5 ng/heure pour les ovocytes ayant subit une acidification intracellulaire 

(pHi de 6.91). Ainsi, les ovocytes qui ont subit la GVBD ne nécessitent plus un pHi élevé pour 

maintenir un haut taux de synthèse protéique (Houle et Wasserman, 1983). 

Dans les cellules somatiques, les variations de pHi jouent également un rôle 

important dans la régulation de l’entrée en phase M. L’alcalinisation intracellulaire, résultant 

de l’activation du NHE, est un phénomène précoce et universel lors de la réponse à un 

stimulus mitotique (Putney et coll., 2002). La prolifération cellulaire induite par des facteurs 

de croissance est diminuée dans des cellules présentant un NHE déficient dans le transport 

de l’ion hydrogène (Pouysségur et coll., 1984 ; Kapus et coll., 1994) et dans des cellules 
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traitées par un inhibiteur du NHE (Bussolino et coll., 1989 ; Delvaux et coll., 1990 ; Horvat et 

coll., 1992). L’augmentation du pHi est également corrélée avec l’activation de 

proto-oncogènes. Le produit de l’oncogène p21Ras, injecté dans des fibroblastes NIH3T3, 

induit une augmentation rapide et soutenue du pHi (0.17 unités pH). Si celle-ci est 

supprimée par l’utilisation d’inhibiteur du NHE, les mitoses induites par la micro-injection de 

p21Ras sont inhibées (Hagag et coll., 1987).  

Cependant, le contrôle de l’entrée en phase M par le pHi n’est pas clairement compris 

et les mécanismes qui retardent ou inhibent l’entrée en phase M, suite à une diminution de 

pHi, ne sont pas formellement identifiés. Dans ces conditions, nous avons analysé les effets 

de variations artificielles du pHi sur certains processus essentiels de la régulation de l’entrée 

en phase M dans l’ovocyte de Xénope. 

 

Différents outils ont été utilisés pour acidifier le cytoplasme de l’ovocyte : la 

micro-injection de tampon MOPS (à différents pH), l’incubation des ovocytes en présence de 

NH4Cl ou dans du ND pH 6. Dans la plupart des cellules, l’exposition en présence de NH4Cl 

induit une alcalinisation intracellulaire. Ces variations de pHi, initialement observées dans les 

axones géants de calmars, sont dues à une perméabilité membranaire plus importante pour 

les ions NH3 que les ions NH4
+ (Boron et De Weer, 1976). Dans l’ovocyte de Xénope, de 

nombreuses études ont mis en évidence que la membrane plasmique est principalement 

perméable aux ions NH4
+, ce qui est responsable d’une acidification intracellulaire après 

l’exposition au NH4Cl (Burckhardt et Frömter, 1992 ; Burckhardt et coll., 1992a ; Sasaki et 

coll., 1992 ; Burckhardt et Thelen, 1995 ; Cougnon et coll., 1996, 2002 ; Burckhardt et 

Burckhardt, 1997 ; Nakhoul et coll., 2001). L’incubation en présence de NH4Cl 10 mM 

provoque une acidification intracellulaire d’environ 0.4 unités pH dans l’ovocyte de Xénope 

(Lee et Steinhardt 1981; Sasaki et coll., 1992 ; Burckhardt et Thelen, 1995). 

Des travaux réalisés par notre équipe montrent que la micro-injection de tampon 

MOPS pH 6.9 induit une diminution du pHi de 7.46 ± 0.10 à 7.16 ± 0.08 et inhibe 

l’acidification intracellulaire induite par l’addition de NH4Cl 10 mM (Flament et coll., 1996). A 

l’inverse, la micro-injection de tampon Tris pH 9 induit une augmentation du pHi à une 

valeur de 8.08 ± 0.14 alors que la micro-injection de tampon Tris pH 8 ne provoque pas de 

différence significative du pHi (Flament et coll., 1996). 

L’utilisation de stimuli différents pour déclencher la maturation (progestérone, 

micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures, micro-injection de MAPK constitutivement 



 
Figure 41 : Effets du NH4Cl 10 mM sur les événements cytologiques de la reprise 
méiotique stimulée par la progestérone 

 

 

 
 
 
 
Les ovocytes matures traités par le 
NH4Cl 10 mM, avant stimulation de 
la maturation par la progestérone, 
présente un fuseau bipolaire ancré 
à la membrane, des chromosomes 
condensés ainsi qu’un globule 
polaire. 
 

 

 

 

 

 

Tableau 9 : Analyses cytologiques des ovocytes stimulés par la progestérone et traités par le 
NH4Cl 
Les ovocytes incubés ou non en présence de NH4Cl sont prélevés 16 heures post-progestérone. Leur 
analyse cytologique (coloration rouge picro-indocarmin) ne révèle pas d’anomalie dans la formation du 
fuseau ou dans la condensation des chromosomes bien que ces événements soient retardés par 
l’acidification intracellulaire.  

traitement N ovocytes / 
N femelles 

VG absence de 
structure 

fuseau de 
métaphase  
(MI et MII) 

reformation de 
l’enveloppe 
nucléaire 

progestérone 22/3 13.6 % 4.6 % 81.8 % 0 % 

NH4Cl 1 mM + 
progestérone 

21/3 33.3 % 9.5 % 57.2 % 0 % 

NH4Cl 10 mM + 
progestérone 

35/3 77.1 % 2.8 % 14.4 % 5.7 % 
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active) nous a permis d’appréhender la sensibilité de plusieurs mécanismes impliqués dans le 

contrôle de l’entrée en phase M face aux variations de pHi.  

Les résultats obtenus ont été publiés dans Journal of Cellular Biochemistry 

(Publication 1) et pour partie dans Developmental Biology (Publication 2). Ces résultats sont, 

ici, complétés par des données non publiées. 

 

I.2- Résultats 

 

L’acidification intracellulaire, induite par le NH4Cl 1 ou 10 mM, provoque un retard 

significatif de la GVBD stimulée par la progestérone qui est proportionnel à la diminution du 

pHi (Publication 1 : Table 1 ; Figure 1A). Afin de confirmer que le retard est dû à une 

diminution de pHi, nous avons induit une acidification intracellulaire par micro-injection de 

tampon MOPS pH 6.9. Des résultats similaires sont obtenus, la GVBD50 des ovocytes micro-

injectés de tampon MOPS pH 6.9 est retardée d’un facteur 3.20 par rapport aux ovocytes 

contrôles micro-injectés d’eau. 

Les activations du MPF et la voie p39Mos-Xp42Mpk1 ont été étudiées après acidification 

intracellulaire afin de déterminer si le retard de la GVBD stimulée par la progestérone est 

associé à une modification des événements biochimiques de la reprise méiotique. Compte 

tenu du faible taux final de GVBD en présence de NH4Cl 10 mM, nous avons étudié les 

conséquences de la diminution de pHi pour une concentration de 1 mM de NH4Cl. Dans ces 

conditions, la phosphorylation de la cycline B2 et la déphosphorylation du résidu tyrosine 15 

de Cdk 1 sont retardées d’environ 4 - 5 heures. Le même retard est observé pour la synthèse 

et l’accumulation de p39Mos et la phosphorylation de Xp42Mpk1 et de p90Rsk (Publication 1 : 

Figure 1 B).  

Simultanément à ces analyses biochimiques, nous avons étudié l’effet de la 

diminution du pHi sur les événements cytologiques associés à la reprise méiotique. 

L’acidification intracellulaire ne provoque pas d’anomalie : les structures classiques de 

méiose sont observées mais leurs formations sont retardées (Figure 41 ; Tableau 9). 

L’effet du NH4Cl sur la reprise méiotique a été étudié après avoir tamponné le pHi de 

l’ovocyte par micro-injection de tampon MOPS pH 7.7. L’apparition des taches de maturation 

des ovocytes micro-injectés de tampon MOPS pH 7.7 n’est pas significativement différente 

des ovocytes contrôles (Publication 1 : Figure 2A). Lorsque les ovocytes sont incubés en 

présence de NH4Cl 1 mM, la GVBD est retardée. Ce retard est prévenu si les ovocytes sont, 

au préalable, micro-injectés de tampon MOPS pH 7.7. Les états d’activation du MPF et de la 
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voie Xp42Mpk1 ont été analysés en fin d’expérience (Publication 1 : Figure 2B). Ni la 

micro-injection de MOPS pH 7.7, ni l’incubation en présence de NH4Cl 1 mM n’empêchent 

l’activation du MPF ou de la voie p39Mos-Xp42Mpk1. 

Parallèlement, nous avons testé l’effet de l’alcalinisation intracellulaire sur la reprise 

méiotique induite par la progestérone. Alors que la micro-injection de tampon Tris pH 8.5 

n’affecte pas la cinétique de GVBD, la micro-injection de tampon Tris pH 9 accélère la GVBD 

d’environ une heure (Publication 1 : Figure 3 A et B). Des résultats similaires ont été obtenus 

en incubant les ovocytes dans du ND pH 9 : la GVBD est accélérée d’environ une heure. 

L’accélération de la reprise méiotique est corrélée avec une activation plus précoce du MPF, 

de Xp42Mpk1 et de p90Rsk, de même, l’accumulation de p39Mos est accélérée (Publication 1 : 

Figure 3 C). Ces événements se produisent deux heures plus tôt si les ovocytes sont 

micro-injectés de tampon Tris pH 9.  

En conclusion, lorsque la maturation est stimulée par la progestérone, les activations 

du MPF et de la voie p39Mos-Xp42Mpk1, ainsi que la GVBD sont accélérées par une 

alcalinisation intracellulaire et retardées par une acidification intracellulaire. Cependant, 

l’activation de ces deux voies par la progestérone est interconnectée : le MPF stimule la 

polyadénylation de p39Mos et la voie p39Mos-Xp42Mpk1 participe à l’activation du MPF en 

inhibant Myt1. Dans ces conditions, nous avons cherché un contexte cellulaire nous 

permettant d’étudier l’effet des variations de pHi séparément sur l’activation de chacune de 

ces deux voies. 

 

La micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures induit la GVBD dans des 

ovocytes, même si ces derniers sont incubés en présence de cycloheximide, un inhibiteur de 

la synthèse protéique (Masui et Markert, 1971 ; Wasserman et Masui, 1975a). Ces résultats 

suggèrent que, dans ces conditions, la voie p39Mos-Xp42Mpk1 n’est probablement pas 

indispensable pour la reprise méiotique et l’activation du MPF. Pour infirmer ou confirmer 

cette hypothèse, nous avons analysé les conséquences d’une inhibition de la voie 

p39Mos-Xp42Mpk1 sur la reprise méiotique induite par micro-injection de cytoplasme d’ovocytes 

matures. Différents outils ont été utilisés : micro-injection d’oligonucléotides antisens du type 

Morpholino dirigés contre p39Mos (prévient la synthèse de p39Mos), la cycloheximide (un 

inhibiteur de la synthèse protéique, qui, par conséquent, prévient la synthèse de p39Mos), et 

l’U0126 (un inhibiteur de l’activité de Mek). 

La GVBD induite par la micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures est retardée 

par la micro-injection d’oligonucléotides antisens dirigés contre p39Mos (10 ng/ovocyte ; 

GVBD50 = 1.53 ± 0.10 GVBD50 des ovocytes contrôles) alors que la micro-injection 



 

 

Figure 42 : Effets de l’inhibition de la voie Xp42Mpk1 sur la GVBD induite par l’injection de 

cytoplasme d’ovocytes matures 

(A) La synthèse de p39Mos est inhibée par l’injection de morpholino antisens dirigés contre p39Mos, les contrôles 
sont injectés de morpholino sens Mos avant d’induire la maturation par injection de cytoplasme d’ovocytes 
matures. Les ovocytes sont incubés en présence d’U0126 (n= 3 femelles) (C) ou de cycloheximide (n= 8 
femelles) (D) avant d’induire la maturation par injection de cytoplasme d’ovocytes matures, (B, D, F) valeurs 
relatives de GVBD50. 
A 

 

B 
  
# femelles Mos sens  

+ cytoplasme 

Mos antisens  

+ cytoplasme 

1 x 1.16 x 1.95 
2 x 0.96 x 1.33 

3 x 0.96 x 1.30 

4 x 1.03 x 1.80 
5 x 1.00 x 1.51 

6 x 1.06 x 1.27 

7 x 0.94 x 1.57 

moyenne 1.02 ±±±± 0.03 1.53 ±±±± 0.10 

C 

 

D  

# femelles U 0126 

+ cytoplasme 

1 x 1.05 
2 x 1.08 

3 x 1.04 
moyenne 1.06 ±±±± 0.01 

E 

 

F 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
              N.D. : non déterminé 

# femelles cycloheximide 

+ cytoplasme 

1 x 1.27 
2 x 1.27 

3 x 1.63 

4 x 1.56 

5 x 1.33 
6 x 1.42 

7 x 1.71 

8 N.D. 

moyenne 1.46 ±±±± 0.07 
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d’oligonucléotides sens n’affecte pas la reprise méiotique (GVBDS0 = 1.02 ± 0.03 GVBD50 des 

ovocytes contrôles, Figure 42 A et B). Lorsque les ovocytes sont incubés en présence 

d’U0126 (50 µM), la cinétique de GVBD est identique à celle des ovocytes contrôles 

(GVBDS0= 1.06 ± 0.01 GVBD50 des ovocytes contrôles, Figure 42 C et D). Par contre, 

l’incubation des ovocytes en présence de cyloheximide (100 µM) provoque un retard 

significatif de la reprise méiotique (GVBD50 = 1.46 ± 0.07 GVBD50 des ovocytes contrôles, 

Figure 42 E et F). 

L’inhibition des différents modules de la voie Xp42Mpk1 a été vérifiée par Western blot 

(Figure 43 A). Les phosphorylations de Xp42Mpk1 et p90Rsk, et par conséquent leur activation, 

sont observées dans les ovocytes contrôles micro-injectés de cytoplasme d’ovocytes matures 

(Cy) ainsi que dans les ovocytes micro-injectés d’oligonucléotides sens de p39Mos (S Mos + 

Cy). Par contre, les phosphorylations de Xp42Mpk1 et p90Rsk sont inhibées dans les ovocytes 

incubés en présence de cycloheximide (CHX + Cy), d’U0126 (U0126 + Cy) et dans les 

ovocytes micro-injectés d’oligonucléotides antisens dirigés contre p39Mos (AS Mos + Cy). Ces 

résultats confirment que les activations de Xp42Mpk1 et p90Rsk sont inhibées par ces trois 

traitements. L’analyse de p39Mos montre que celle-ci est accumulée dans les ovocytes 

micro-injectés de cytoplasme d’ovocytes matures traités ou non par l’U0126 (U0126 + Cy). 

Par contre, elle n’est pas détectée dans les ovocytes incubés en présence de cycloheximide 

(CHX + Cy).  

Nous avons également analysé l’activation du MPF en présence de ces trois 

traitements afin de déterminer si la voie p39Mos-Xp42Mpk1 est requise pour son activation 

(Figure 43 B). La phosphorylation de la cycline B2 se produit une heure après la 

micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures que les ovocytes soient incubés en 

cycloheximide, en U0126 ou micro-injectés d’oligonucléotides antisens dirigés contre p39Mos. 

Cependant, lorsque les ovocytes sont micro-injectés d’oligonucléotides antisens de p39Mos, la 

forme non phosphorylée des cyclines B2 apparaît de une heure trente à deux heures trente 

après la micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures alors qu’elle n’est pas détectée 

dans les ovocytes contrôles. Lorsque les ovocytes sont incubés en cycloheximide, la forme 

non phosphorylée de la cycline B2 réapparaît plus tardivement que dans les ovocytes 

contrôles. De plus, la cycline B2 est faiblement détectée six heures après la micro-injection 

de cytoplasme d’ovocytes matures, probablement à cause de sa dégradation lors de la 

transition métaphase-anaphase et de son absence de synthèse due à la cycloheximide. En 

présence d’U0126, la forme non phosphorylée de la cycline est de nouveau détectée comme 

dans les conditions contrôles, deux heures après la micro-injection de cytoplasme d’ovocytes 



Figure 43 : Effets de la cycloheximide, de l’U0126 et de la micro-injection 
d’oligonucléotides antisens dirigés contre p39Mos sur les activations de la voie 
p39Mos-Xp42Mpk1 et du MPF induites par l’injection de cytoplasme d’ovocytes matures 
(A) Les ovocytes sont prélevés en fin d’expérience et les états de phosphorylation de Xp42Mpk1 et de 
p90Rsk ainsi que l’accumulation de p39Mos sont analysées par western blots. 
(B) La phosphorylation de la cycline B2 induite par injection de cytoplasme d’ovocytes matures (Cy) 
est analysée par western blots dans des ovocytes traités en cycloheximide (CHX), en U0126 ou 
micro-injectés d’oligonucléotides antisens de type Morpholino dirigés contre p39Mos (AS Mos). 

 

A      B 
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matures mais la forme phosphorylée réapparaît plus tardivement que dans les ovocytes 

contrôles.  

Ces résultats indiquent que l’activation de la boucle d’auto-amplification du MPF 

stimulée par la micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures est indépendante de la 

voie p39Mos-Xp42Mpk1, bien que cette dernière pourrait jouer un rôle la réactivation du MPF 

lors de la transition métaphase-anaphase. Dans ces conditions, nous avons pu tester l’effet 

des variations de pHi sur la boucle d’auto-amplification du MPF.  

 

A la différence de la stimulation par la progestérone, la GVBD induite par la 

micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures n’est pas retardée par le NH4Cl 1 mM. Par 

contre, le NH4Cl 10 mM retarde la GVBD (Publication 1 : Figure 4 A et B, Table 2) alors que 

l’activation de la boucle d’auto-amplification du MPF n’est pas affectée par l’acidification 

intracellulaire (Publication 1 : Figure 4 C). La micro-injection de Tris pH 9, qui induit une 

alcalinisation intracellulaire, n’accélère pas la GVBD induite par la micro-injection de 

cytoplasme d’ovocytes matures (Publication 1  : Figure 5 A) ni l’activation du MPF 

(Publication 1 : Figure 5 B). Ainsi, la boucle d’auto-amplification du MPF n’est sensible ni à 

l’acidification ni à l’alcalinisation intracellulaires.  

La micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures entraîne la synthèse de p39Mos 

et l’activation de la voie Xp42Mpk1 (Publication 1 : Figure 6). La présence de NH4Cl 1 mM 

n’affecte pas l’accumulation de p39Mos et les phosphorylations de Xp42Mpk1 et de p90Rsk alors 

qu’en présence de NH4Cl 10 mM, p39Mos est détectée une heure plus tard et les 

phosphorylations de Xp42Mpk1 et p90Rsk sont retardées et restent partielles.  

Ainsi, l’accumulation de p39Mos et l’activation de la voie p39Mos-Xp42Mpk1 sont 

retardées par l’acidification intracellulaire (NH4Cl 10 mM) alors que la boucle 

d’auto-amplification du MPF apparait comme un processus insensible aux variations de pHi. 

Nous avons émis l’hypothèse que l’acidification intracellulaire retarde l’accumulation de 

p39Mos par un effet pH sur la synthèse des protéines qui nécessite la polyadénylation de leur 

ARNm. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons comparé les effets de la diminution de pHi 

sur la synthèse de p39Mos et sur celle de Aurora A/Eg2. Eg2 est une protéine de la famille des 

Aurora A kinases qui est accumulée pendant la maturation (Paris et coll., 1991). Cependant 

la polyadénylation de son ARNm n’est pas nécessaire pour sa synthèse et son accumulation 

(Frank-Vaillant et coll., 2000).  

En accord avec les résultats de Frank-Vaillant et coll. (2000), nous avons observé que 

Aurora A/Eg2 est présente en faible quantité dans les ovocytes arrêtés en prophase I et 



 

 

Figure 44 : Accumulation de Aurora A/Eg2 au cours de la reprise méiotique induite par la 
progestérone 
L’accumulation de Aurora A /Eg2 est détectée par western blot après stimulation de la maturation par 
la progestérone dans des ovocytes incubés en présence de progestérone (Pg) ou en présence de 
progestérone et de NH4Cl 10 mM (N 10 mM + Pg). 
 

 

Figure 45 : Effets de l’inhibition de la synthèse protéique et du NH4Cl sur la GVBD stimulée 
par injection de cytoplasme d’ovocytes matures 
Les ovocytes sont incubés en présence de cycloheximide (CHX) et/ou de NH4Cl 10 mM (N 10 mM) 
avant d’être micro-injectés de cytoplasme d’ovocytes matures (Cy) (n = 3 femelles). 

 

 

Tableau 10 : Effets de l’inhibition de la synthèse protéique et du NH4Cl sur la GVBD50 
induite par injection de cytoplasme d’ovocytes matures 

 

# femelles cycloheximide + 
cytoplasme 

NH4Cl 10 mM + 
cytoplasme 

cycloheximide + 
NH4Cl 10 mM + 
cytoplasme 

1 1.33 2.48 2.61 

2 1.42 1.36 1.76 

3 1.50 1.43 2.29 

moyenne 1.42 ±±±± 0.05 1.76 ±±±± 0.36 2.22 ±±±± 0.25 
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qu’elle est accumulée au cours de la reprise méiotique. Bien que l’acidification induite par le 

NH4Cl 10 mM retarde fortement la cinétique de GVBD, l’accumulation de Aurora A/Eg2 ne 

semble pas affectée par l’acidification (Figure 44). L’intensité du signal s’accroit au cours du 

temps, que les ovocytes soient traités ou non par le NH4Cl 10 mM. Ces résultats suggèrent 

que l’acidification intracellulaire n’affecte pas la synthèse protéique de manière globale mais 

plutôt la synthèse des protéines dont la traduction repose sur la polyadénylation de leur 

ARNm. 

Afin de déterminer si l’acidification intracellulaire pourrait affecter d’autres processus 

que la synthèse protéique, nous avons testé l’effet de la cycloheximide en présence de NH4Cl 

sur la reprise méotique. En accord avec les résultats précédemment observés, l’incubation 

des ovocytes en présence de cycloheximide ou de NH4Cl 10 mM retarde la maturation induite 

par micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures (Figure 45, Tableau 10). Le retard 

provoqué par le NH4Cl (GVBD50 = 1.76 ± 0.36 GVBD50 des ovocytes contrôles) est cependant 

plus important que celui induit par la cycloheximide (GVBD50 = 1.42 ± 0.05 GVBD50 des 

ovocytes contrôles). En présence de NH4Cl et de cycloheximide, le retard observé est encore 

plus grand (GVBD50 = 2.22 ± 0.25 GVBD50 des ovocytes contrôles), ce qui suggère que les 

effets de ces deux composés sont additionnels. 

 Ainsi, la diminution de pHi n’affecte pas seulement la synthèse protéique lors la 

reprise méiotique. Nous avons également analysé l’effet de l’acidification intracellulaire sur la 

dégradation de la CPEB, protéine impliquée dans le processus de polyadénylation. La CPEB 

subit deux vagues de phosphorylation, la première phosphorylation est réalisée par Aurora 

A/Eg2 et la seconde par Cdk1. Cette dernière se produit sur la sérine 220 et provoque sa 

destruction par le protéasome après ubiquitinylation (Reverte et coll., 2001). La dégradation 

de la CPEB, détectée par la disparition du signal lors de l’analyse par Western blot, n’est pas 

affectée par le NH4Cl 1 mM alors qu’elle est retardée par le NH4Cl 10 Mm (Figure 46). 

Nos résultats soulignent que l’activation de la voie p39Mos-Xp42Mpk1 par le MPF est 

retardée par l’acidification intracellulaire. Afin de déterminer si les événements en aval de la 

voie p39Mos-Xp42Mpk1, responsables de l’entrée en phase M, sont sensibles au pHi, nous avons 

étudié l’effet des variations de pHi sur la reprise méiotique induite par la micro-injection de 

MAPK constitutivement active. Dans ces conditions, la micro-injection de tampon Tris pH 9 

n’accélère pas la GVBD et le pourcentage final de GVBD n’est pas significativement différent 

de celui des ovocytes contrôles (Article : Figure 7 A). Par contre, l’incubation en présence de 

NH4Cl 1 mM retarde fortement la GVBD et diminue fortement le pourcentage final de GVBD 

(Article : Figure 7 A). La présence de NH4Cl 10 mM inhibe totalement la reprise méiotique 



 

 

 

Figure 46 : Effets de l’acidification intracellulaire sur la dégration de la CPEB induite par 
injection de cytoplasme d’ovocytes matures 
La dégradation de la CPEB est analysée par western blot. La bande supérieure est non spécifique, la 
bande inférieure représente la CPEB. La dégradation de la CPEB est déterminée par la disparition du 
signal. 
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dans ces conditions (Article : Figure 7 A). En accord avec les résultats de Haccard et coll. 

(1995), nous avons observé que la synthèse protéique est requise pour la maturation induite 

par la micro-injection de MAPK constitutivement active.  

Trente trois heures après la micro-injection de MAPK constitutivement active, le MPF 

est actif dans les ovocytes micro-injectés de MAPK, micro-injectés ou non de Tris pH 9 

(Article : Figure 7 B). Il en est de même pour la phosphorylation de Xp42Mpk1 et p90Rsk. En 

présence de NH4Cl 1 mM, la phosphorylation de Xp42Mpk1 et p90Rsk est partielle, la 

phosphorylation de la cycline B2 et la déphosphorylation de Cdk1 ne sont pas détectées. En 

présence de NH4Cl 10 mM ou de cycloheximide ainsi que dans les ovocytes contrôles (micro-

injectés seulement de Tris pH 9 ou d’eau), Xp42Mpk1, p90Rsk et la cycline B2 ne sont pas 

phosphorylées et la tyrosine 15 de Cdk1 n’est pas déphosphorylée. 

Nos résultats ont montré que les événements précoces aboutissant aux activations du 

MPF et de la voie p39Mos-Xp42Mpk1 sont accélérés par l’alcalinisation intracellulaire et retardés 

par l’acidification intracellulaire. Seuls ces événements sont accélérés par l’alcalinisation 

intracellulaire. La boucle d’auto-amplification du MPF n’est pas sensible aux variations de pHi 

alors que les mécanismes d’activation de la voie p39Mos-Xp42Mpk1 dépendant du MPF et la 

GVBD induite par une forme active constitutivement active de MAPK sont clairement 

retardés, voire inhibés, par l’acidification du cytoplasme. L’ensemble de ces observations est 

récapitulé dans la figure 8 (Publication 1). 
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Partie II : Influence du pHi sur la mobilisation du 

calcium dans l’ovocyte immature et mature de 

l’ovocyte de Xénope 

 

II.1. Contexte des recherches 

 

Ces dernières années, de nombreuses études ont mis en évidence que 

l’augmentation de la concentration calcique intracellulaire provoquée par des signaux 

extracellulaires tels que les hormones, les facteurs de croissance et les cytokines, est une 

étape clef dans la régulation de la prolifération cellulaire (Santella, 1998 ; Munaron et coll., 

2004 ; Lipskaia et Lompre, 2004). La concentration de calcium intracellulaire peut-être 

augmentée par une libération de calcium à partir des stocks intracellulaires, notamment à 

partir du réticulum endoplasmique et des mitochondries, et/ou un influx de calcium à partir 

du milieu extracellulaire (Parekh et Penner, 1997). Dans les cellules non excitables, 

l’augmentation du calcium résulte généralement de la production d’IP3 suite à l’hydrolyse 

des phospholipides par la PLC. L’IP3, en se liant à ses récepteurs présents au niveau du 

réticulum endoplasmique, induit une libération de calcium. La déplétion des stocks 

intracellulaires déclenche une entrée de calcium par les canaux SOC localisés au niveau de la 

membrane plasmique via un processus connu sous le nom de « store-operated Ca2+ entry » 

(SOCE ; Putney, 1992). Cet influx est essentiel à la reconstitution des stocks calciques 

intracellulaires et joue un rôle important dans la modulation des différents signaux calciques. 

 

Chez la plupart des animaux, les ovocytes sont arrêtés en prophase I durant 

l’ovogenèse et la reprise méiotique est associée à une augmentation de la concentration 

calcique intracellulaire. Cette augmentation a été observée chez l’Etoile de mer (Dorée et 

coll., 1978 ; Moreau et coll., 1978), les Bivalves (Guerrier et coll., 1993 ; Deguchi et Osanai, 

1994, 1995), les Echinodermes (Johnston et Paul, 1977), les Amphibiens (O’Connor et coll., 

1977 ; Moreau et coll., 1980 ; Wasserman et coll., 1980), la Souris et le Hamster (Fujiwara 

et coll., 1993 ; Carroll et coll., 1994). Les agents qui inhibent l’élévation de la concentration 

calcique intracellulaire inhibent la maturation chez l’Etoile de mer (Moreau et coll., 1978), les 

Bivalves (Dubé et Guerrier, 1982 ; Guerrier et coll., 1993), les Echinodermes (Johnston et 

Paul, 1977), les Amphibiens (Moreau et coll., 1976 ; Masui et coll., 1977), le Hamster 

(Racowsky, 1986). A l’inverse, une augmentation de la concentration calcique intracellulaire 



Résultats                                                         Partie II : Influence du pHi sur la mobilisation du calcium 

   137 

déclenche la maturation chez l’Etoile de mer (Moreau et coll., 1978), les Bivalves (Schuetz, 

1975 ; Guerrier et coll., 1993), les Amphibiens (Wasserman et Masui, 1975b ; Moreau et 

coll., 1976 ; Schorderet-Slatkine et coll., 1976 et 1977).  

Chez le Xénope, le rôle du calcium dans la levée du blocage en prophase I est 

beaucoup moins clair et les résultats obtenus apparaissent parfois contradictoires. Certains 

auteurs suggèrent que la présence de calcium dans le milieu extracellulaire est requise pour 

la maturation (Gelerstein et coll., 1988 ; Han et coll., 1995) alors que pour d’autres non 

(Duesbery et Masui, 1996). La libération de calcium à partir des stocks intracellulaires 

pourrait être  impliquée dans la reprise méiotique (Duesbery et Masui, 1996 ; Kobrinski et 

coll., 1995), la déplétion des stocks intracellulaires avant la stimulation de la maturation 

accélère la reprise méiotique (Stith et Maller, 1987 ; Kobrinsky et Kirchberger, 2001). 

Cependant, une étude récente montre que des concentrations calciques intracellulaires 

élevées retardent la maturation ainsi que l’activation des voies MPF et p39Mos-Xp42Mpk1 (Sun 

et Machaca, 2004).   

 

Nos résultats montrent que l’acidification intracellulaire provoquée par le NH4Cl 

retarde la maturation ainsi que l’activation des voies MPF et p39Mos-Xp42Mpk1, résultats 

similaires à ceux observés lors de concentrations calciques intracellulaires élevées (Sun et 

Machaca, 2004). Dans certains types cellulaires, les voies de signalisation protonique et 

calcique interfèrent l’une avec l’autre (Austin et Wray, 1995). C’est pourquoi nous avons émis 

l’hypothèse suivante : le NH4Cl pourrait-il induire une augmentation de la concentration 

calcique intracellulaire qui serait responsable du retard de la reprise méiotique ? 

Dans un premier temps, nous avons étudié l’effet du NH4Cl 1 et 10 mM sur la 

mobilisation du calcium intracellulaire dans l’ovocyte de Xénope immature. Pour cela, nous 

avons analysé l’activation des canaux chlores dépendant du calcium de l’ovocyte (ICl-80 , ICl 

et Iin). Ces canaux chlores dépendant du calcium sont largement utilisés pour étudier les 

variations du calcium intracellulaire, la libération de calcium à partir des stocks 

intracellulaires et l’influx de calcium à travers les SOCs (Barish, 1983 ; Miledi et Parker, 

1984 ; Lechleiter et Clampham, 1992 ; Callamaras et Parker, 1994 ; Parker et Yao, 1994). 

Dans un second temps, l’origine du calcium impliquée dans l’augmentation de la 

concentration calcique provoquée par le NH4Cl a été déterminée puis nous avons analysé 

l’effet du NH4Cl sur les courants ICl-80, ICl et Iin au cours de la reprise méiotique. Enfin, nous 

avons déterminé le rôle du calcium dans le retard de GVBD provoqué par le NH4Cl. 

 

 



 

Tableau 11 : Intensité du I-80 induit par le NH4Cl 10 mM 
Les moyennes sont effectuées sur des ovocytes (au moins 6) provenant de femelles différentes. Les 
ovocytes, placés dans du ND pH 7.5,  sont clampés à – 80 mV avant d’être perfusés avec du NH4Cl 
10-mM. 

 

# femelle intensité du courant  
(± S.E.M). 

# femelle intensité du courant 
 (± S.E.M.) 

1 -160 ± 25 6 -93 ± 11 

2 -157 ± 25 7 -90 ± 10 

3 -106 ± 6 8 -81 ± 4 

4 -104 ± 17 9 -80 ± 11 

5 -104 ± 14 moyenne -108 ±±±± 10 
 

 

 

 

 

 

Figure 47 : Mesures de ICl et de Iin dans les ovocytes de Xénope 
A) Le protocole en trois étapes permet de révéler les trois composantes du courant ICl. Chaque étape 
permet d’enregistrer respectivement ICl1-S (courant chlore sortant non inactivé), ICl2 (courant chlore 
entrant lent), et ICl1-T (courant chlore sortant transitoire). ICl-S est mesuré à la fin de premier pulse 
à + 40 mV. ICl1-T correspond à la valeur du courant mesuré la fin du second pulse à + 40 mV 
soustraite de la valeur de ICl1-S.  ICl2 est mesuré à la fin du pulse à – 140 mV. 
(B) Iin est mesuré par un protocole similaire, Iin est mesuré à la fin du second pulse à – 200 mV. Iout 
est obtenu de la même manière que ICl1-T et reflète la fermeture lente des canaux ouverts durant 
l’étape d’hyperpolarisation 
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II.2- Résultats 

 

L’application de NH4Cl sur les ovocytes de Xénope immatures clampés à –80 mV 

provoque un courant entrant réversible dont l’intensité est proportionnelle à la concentration 

en NH4Cl (Publication 3 : Figure 1). L’intensité du courant pour une même concentration de 

NH4Cl varie selon les femelles dont sont issus les ovocytes. En présence de NH4Cl 10 mM, 

l’intensité du courant entrant peut-être comprise entre –80 nA et –160 nA (Tableau 11). 

C’est pourquoi toutes les valeurs que nous donnons sont issues de mesures effectuées avec 

des ovocytes provenant d’une même femelle. 

Le courant mesuré dans les ovocytes clampés à –80 mV présente deux 

composantes : un courant entrant transitoire qui diminue rapidement et un courant entrant 

indépendant du temps qui persiste aussi longtemps que le NH4Cl est présent (Publication 3 : 

Figure 1). Cependant, tous les ovocytes ne présentent pas le courant entrant transitoire 

(Publication 3: Table 2). Le courant mesuré dans les ovocytes clampés à –80 mV peut 

présenter des oscillations qui atteignent des proportions très importantes lorsque le NH4Cl 

est appliqué durant de longues périodes (Article 2 : Figure 2). Dans tous les cas, ces 

oscillations cessent dès que le NH4Cl est rincé. 

La réalisation de courbe I/V après application de NH4Cl, ainsi que l’incubation des 

ovocytes en présence d’un inhibiteur des courants chlores (DIDS) ou dans un milieu déplété 

en chlore, suggèrent que le courant entrant (mesuré dans les ovocytes clampés à –80 mV) 

correspond essentiellement à un courant chlore dépendant du calcium (ICl(Ca)). Cependant, 

ce courant présente également une autre composante probablement activée par le NH4Cl 

(Article 2 : Figure 3), c’est pourquoi nous avons choisi de l’appeler ICl-80 .  

Nous avons également enregistré le courant chlore dépendant du calcium (ICl). ICl 

est constitué de trois composantes révélées par un protocole en trois étapes : le courant 

chlore ICl1-S (soutenu) est activé par la libération de calcium à partir des stocks intracellulaires 

et les courants chlores ICl-2 et ICl1-T (transitoire) sont activés par un influx du calcium à partir 

du milieu extracellulaire (Hartzell, 1996 ; Figure 47). Un protocole similaire nous a permis 

d’enregistrer deux autres courants : le courant entrant (Iin) et le courant sortant (Iout). Iin 

résulte du mélange d’un courant chlore dépendant du calcium et d’un courant cationique non 

sélectif (notamment perméable au calcium). Iin est à la fois sensible au pHi et au calcium 

(Kurama et coll., 2000), ce qui nous permet d’avoir une indication concernant les variations 

de pHi induites par le NH4Cl lorsque nous comparons les résultats de ICl2 et de Iin.  

L’amplitude des courants ICl et Iin est augmentée lors de l’addition de NH4Cl 1 ou 10 

mM, suggérant que l’augmentation de la concentration calcique intracellulaire induite par 
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NH4Cl implique une libération de calcium à partir des stocks intracellulaires ainsi qu’un influx 

de calcium à partir du milieu extracellulaire (Publication 3 : Figure 4, Table 3). Le NH4Cl 

provoque une augmentation de ICl1-S de manière dose-indépendante alors que ICl-80 , ICl2, 

Iin augmentent de manière dose dépendante. 

Lorsque les variations de la concentration calcique intracellulaire sont inhibées par la 

présence de chélateurs calciques (BAPTA-AM ou micro-injecté), les effets de 1 mM de NH4Cl 

sur les courants ICl-80 , ICl et Iin sont supprimés alors que les effets du NH4Cl 10 mM ne sont 

pas totalement inhibés (Publication 3: Table 4). Ainsi, l’activation des courants ICl-80 , ICl, et 

Iin en présence de NH4Cl 1 mM serait due uniquement à l’augmentation de la concentration 

calcique alors que l’effet résiduel, observé après chélation du calcium intracellulaire en 

présence de NH4Cl 10 mM pourrait résulter d’un facteur indépendant du calcium 

probablement lié la diminution de pHi.  

Nous avons étudié la source de calcium à l’origine de l’augmentation du niveau de 

calcium intracellulaire provoquée par le NH4Cl. L’utilisation d’un milieu 0-calcium diminue 

l’intensité des courants ICl-80 , ICl, et Iin (Publication 3 : Table 5). Cependant, ces conditions 

expérimentales sont souvent responsables de l’activation du courant chlore inhibé par le 

calcium (ICICC), ce qui rend difficile l’interprétation des résultats (Weber et coll., 1995). 

L’incubation en présence de lanthane, inhibiteur des courants calciques, supprime 

l’augmentation des courants ICl2, ICl1-T, Iin (Article 2 : Table 5) alors que l’augmentation de 

l’intensité du courant ICl1-S, bien que réduite, persiste. La micro-injection d’héparine, 

inhibiteur de la libération de calcium à partir des récepteurs à l’IP3, diminue de manière 

drastique l’augmentation de ICl1-S induite par le NH4Cl  ainsi que l’augmentation de ICl2 et 

Iin (Article 2 : Table 5). L’incubation en présence de caféine, un autre inhibiteur de la 

libération de calcium à partir des récepteurs à l’IP3, à des effets similaires, bien que dans 

57% des ovocytes, elle potentialise l’effet du NH4Cl. Ces résultats confirment qu’une grande 

partie de l’augmentation de la concentration calcique provoquée par le NH4Cl serait 

directement déclenchée par une déplétion des stocks intracellulaires de calcium suivie de 

l’activation des courants ISOCE. 

Parallèlement, nous avons testé l’effet de la diminution et de l’augmentation du pHe 

sur les courants ICl-80 , ICl et Iin. La diminution de pHe de 7.5 à 5.5 et l’augmentation du 

pHe de 7.5 à 9 déclenchent un large courant entrant ICl-80  ainsi qu’une augmentation des 

courants ICl et Iin (Publication 3 : Figure 5, Table 6). Par conséquent, la diminution et 

l’augmentation du pHi provoquent une augmentation de la concentration calcique 

intracellulaire suggérant que pHe, pHi et concentration de calcium intracellulaire sont 

fortement liés. 
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Nous avons étudié l’effet de l’application de NH4Cl à long terme. La GVBD a 

généralement lieu dix heures après stimulation de la maturation par la progestérone. C’est 

pourquoi nous avons analysé l’évolution des courants ICl-80 , ICl et Iin lors d’incubation en 

présence de NH4Cl durant des temps inférieurs ou supérieurs à 10 heures. Les effets du 

NH4Cl 1 mM durant les premières d’incubation sont identiques à ceux observés durant les 

premières heures d’incubation : les intensités des courants ICl-80 , ICl et Iin  sont 

augmentées. Par contre, l’effet du NH4Cl 10 mM évolue au cours du temps : initialement, le 

NH4Cl provoque une augmentation importante de l’intensité des courants ICl-80 , ICl et Iin, 

ensuite, l’intensité de ces courants diminue, les valeurs sont même inférieures à celle des 

courants des ovocytes contrôles mesurés dans du ND (Publication 3 : Table 7). Il semble 

donc que les modifications ioniques induites par le NH4Cl 10 mM provoquent un changement 

de l’état physiologique de la cellule qui se traduirait soit par une baisse de concentration de 

calcium intracellulaire, soit par une modification de la régulation des canaux chlores. 

L’application de NH4Cl 10 mM sur les ovocytes matures affecte très peu le courant 

ICl-80 alors que l’application d’un ionophore calcique (A23187) déclenche un large courant 

entrant présentant des oscillations. Ainsi, les ovocytes matures possèdent toujours le courant 

ICl-80 , mais le NH4Cl n’est plus capable de l’activer (Publication 3: Figure 6). Corrélativement, 

les mesures de ICl1-S, ICl2 et de Iin dans les ovocytes matures montrent que l’intensité de 

ces courants diminue après l’application de NH4Cl 1 ou 10 mM (Publication 3 : Figure 7, 

Tables 3 et 8).  

 

Nos résultats montrent que le NH4Cl induit une augmentation de la concentration 

calcique intracellulaire dans les ovocytes immatures et dans les ovocytes traités par la 

progestérone avant qu’ils ne subissent la GVBD. Afin de déterminer si l’augmentation de la 

concentration calcique intracellulaire provoquée par le NH4Cl est impliquée dans le retard de 

la GVBD, nous avons incubé les ovocytes dans un milieu dépourvu de calcium ou en 

présence BAPTA-AM avant de les stimuler par la progestérone. La GVBD est accélérée de 

manière significative lorsque les ovocytes sont incubés en absence de calcium dans le milieu 

extracellulaire alors que l’incubation en présence de BAPTA-AM n’affecte pas de manière 

significative la GVBD (Article 3 : Tableau 9). Le retard de GVBD provoqué par le NH4Cl 1 mM 

est plus faible lorsque les ovocytes sont incubés en présence de ND 0-calcium ou de 

BAPTA-AM. Ces derniers, en présence de NH4Cl 10 mM, inhibent totalement la GVBD (Article 

3 : Table 10). 
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Ainsi, l’acidification intracellulaire entraîne une augmentation de la concentration 

calcique intracellulaire, qui participe au retard de GVBD induit par le NH4Cl. Cependant, le 

calcium n’est pas le seul impliqué dans le retard de GVBD. En effet, la présence de BAPTA ou 

l’incubation dans un milieu déplété en calcium ne supprime pas le retard  de GVBD provoqué 

par le NH4Cl 1 mM. Les perturbations ioniques provoquées par une forte concentration de 

NH4Cl (10 mM) associées à celles induites par le BAPTA-AM ou l’absence de calcium dans le 

milieu extracellulaire pourraient être trop importantes pour que l’ovocyte puisse mettre en 

œuvre les mécanismes moléculaires permettant la reprise méiotique. 
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Introduction 

These last few years have seen the blossoming of numerous studies highlighting the role of 

calcium in cell proliferation. An increase of the intracellular calcium concentration ([Ca2+]i) 

induced by numerous extracellular signals, such as hormones, growth factors and cytokins, is 

a key step in the regulation of the initiation of cell proliferation in normal or pathological 

context [1-3]. Calcium homeostasis is due to numerous processes involving calcium buffers 

and calcium transport system. [Ca2+]i is maintained constant through a balance between 

calcium influx from the extracellular medium, calcium release from the intracellular calcium 

store (mainly the endoplasmic reticulum and the mitochondria) and calcium pumping, either 

into the extracellular medium or the intracellular stores [4, 5]. 

In Xenopus oocytes, the role of a [Ca2+]i elevation in meiosis reinitiation (maturation) is still 

under debate since numerous studies were carried but led to conflicting results. For some 

authors, extracellular calcium is necessary for maturation [6, 7], while it is not for some 

others [8]. Calcium release from the intracellular stores could be involved during maturation 

[8, 9] sand experimental calcium store depletion has been shown to accelerate maturation 

[10, 11]. Accordingly, high [Ca2+]i delays maturation [12]. These conflicting results may 

come from the dual role played by calcium during maturation: while being unnecessary for 

meiosis initiation (and subsequent germinal vesicle breakdown and chromosome 

condensation), it would be necessary for the completion of meiosis I (meiotic spindle 

formation and positioning and first polar globule extrusion, [12]). 

Similar disruption of Xenopus oocyte maturation has been observed while inhibiting the 

transient increase of the intracellular pH (pHi), which normally takes place during 

progesterone-induced maturation (pHi increase by 0.2-0.4 units, [13, 14]). Artificial pHi 

alkalization accelerates maturation [15], while an artificial pHi acidification delays maturation 

and disrupts meiotic spindle formation [16, 17]. These similarities between pHi and [Ca2+]i 

effects upon Xenopus oocytes maturation suggest that both these events would interact on 

the same targets or that these two effectors mutually interfere. Indeed, changes of pHi are 

known to induce changes in [Ca2+]i in Xenopus motoneurons [18] and numerous other cell 

types (for instance, in endothelial muscle cells, [19] or in smooth muscle cells, [20]).  

We have used NH4Cl as a mean to acidify Xenopus oocytes [21] and microinjection of Tris 

buffer to alkalinize them [16]. Progesterone-induced maturation in presence of NH4Cl is 

delayed in a dose-dependent fashion. The chromosomes and the mitotic spindle are correctly 

formed (even though with a delay), they migrate to the plasma membrane but they 

correspond to metaphase I spindle instead of metaphase II spindle as in control oocytes 

(personal observations). The events triggered by progesterone, namely MPF and p39Mos-
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Xp42Mpk1 activations, are highly pHi sensitive (even though the MPF auto-amplification loop 

was not sensitive to pHi [16]) as well as the kind of proteins newly synthesized from stored 

non-polyadenylated mRNA [22-24]. NH4Cl is primarily described as an acidifying agent in 

Xenopus oocyte. However, NH4Cl has similar effects as a [Ca2+]i elevation : delay in the early 

events of maturation (namely MPF and p39Mos-Xp42Mpk1) and arrest of the later events 

(namely protein synthesis and progress in metaphase II). Thus, we wanted to ascertain 

whether NH4Cl effects upon maturation were due only to acidification of pHi or whether 

NH4Cl effects could also result from induced changes in [Ca2+]i. 

 We have first analyzed the effects of NH4Cl upon [Ca
2+]i in immature Xenopus 

oocytes using the calcium-dependent activation of endogenous chloride current (I-80, ICl and 

Iin). Inward currents measured at -60 to -80 mV are a reliable and often used indicators of 

[Ca2+]i changes (namely ICl(Ca) [25-27]) and ICl indicates the source of calcium mobilized 

(calcium release or calcium influx, [28-30]). Iin is both a calcium- and pH-dependent current 

used as a mean to follow both [Ca2+]i changes and pHi changes when compared with ICl 

[31]. We have shown that NH4Cl induces, along with a slow and lingering decrease of pHi, 

both a rapid and reversible calcium release from the intracellular stores and calcium influx 

from the extracellular medium. Currents stimulation by NH4Cl changes during maturation 

suggesting that the relative NH4
+ / NH3 permeability is reversed at GVBD. Contrasting effects 

of 1 and 10 mM NH4Cl upon [Ca
2+]i allows us to explain the divergent effects of these two 

concentrations upon maturation as already observed in [16]. NH4Cl would slow down 

maturation through both a pH- and a calcium-dependent pathways, confirming the role of 

both pHi and [Ca2+]i in the progression of meiotic cell cycle. 
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Materials and Methods 

Xenopus oocytes isolation 

Experiments were performed on defolliculated oocytes obtained from adults Xenopus lævis 

anaesthetized with 2 g.l-1 MS 222 (Sandoz). Ovaries were stored in ND96 pH 7.5 (Table 1) 

and oocytes were isolated by microdissection after 45 minutes incubation in 1 mg.ml-1 

collagenase. Oocytes were stored up to 96 hours in ND96 pH 7.5 at 14°C before use.  

Electrophysiological measurements 

The oocyte was impaled by two glass microelectrodes pulled from thin walled glass capillary 

tubing (Clark Electromedical) and filled with 3 M KCl (electrode resistance < 5 MΩ). The bath 

was grounded by an Ag/AgCl electrode through a 3 M KCl/agar bridge. A homemade 

conventional two-electrode voltage clamp circuit was used. Generation of clamp command 

voltage, data acquisition and analysis were done using pCLAMP 6 (Axon instruments). All 

experiments were performed at room temperature in ND pH 7.5 (ND 7.5), unless otherwise 

specified. ICl and Iin were recorded with a modified protocol from [29]. When ICl or In 

currents were measured over time, to measure the intensity of the peak current as 

accurately as possible, while reducing current run-down, the triple step protocols was applied 

at 5 seconds intervals. 

Solutions of NH4Cl were made by replacing an equivalent amount of NaCl by NH4Cl to have 

iso-osmotic solution. Low Cl- solution were made by replacing NaCl by Na-isethionate, thus 

final Cl- concentration was reduced from 103.6 to 7.6 mM (see Table 1). 

To inhibit calcium release from the reticulum through InsP3 (inositol 1,4,5-trisphosphate) 

receptors, oocytes were incubated during 1 hour with 5 mM caffeine or were microinjected 

with 20 nl of a 5 mg/ml heparin solution 1 hour before NH4Cl application. To inhibit calcium 

entry, either, 1 mM LaCl3 or ND nominal 0-Ca2+ medium was used. To inhibit [Ca2+]i 

variations, the oocytes were either incubated with 50 µM BAPTA-AM for 1 hour or 

microinjected with 10 nmoles BAPTA (final concentration of ~1 mM) before NH4Cl application 

using a positive displacement digital micropipette (Nichiryo). Distilled water was used as 

control for microinjection experiments. Injected oocytes were allowed to heal for 1 h in ND96 

medium.  

Values are given as mean ± standard error of the mean (S.E.M.), with n ≥ 4, where n is the 

number of oocytes. Each experiment was performed with at least 3 batches of oocytes, 

isolated from different females.  
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Results 

NH4Cl triggers an inward current in immature Xenopus oocytes voltage clamped 

at –80 mV. 

NH4Cl is a weak base that induces a reversible acidification in immature Xenopus oocytes. 

Applications of NH4Cl on immature Xenopus oocytes voltage clamped at -80 mV showed that 

NH4Cl induced a sustained inward current (I-80) in a dose dependent manner (respectively 

-13 ± 4, -50 ± 6 and -104 ± 14 nA for 1, 5 and 10 mM NH4Cl, n = 6, see Figure 1). Repeated 

applications of the same NH4Cl concentration sometimes failed to raise the same response 

(the current intensity was smaller), thus, experiments were preferentially preformed on 

different oocytes except when explicitly stated. Furthermore, oocytes isolated from a single 

female (belonging to the same batch) had similar current intensities, while from one female 

to another, the current intensities were quite different (I-80 currents raised by 10 mM NH4Cl 

ranged from -80 ± 11 to -160 ± 25 nA with a mean current intensity of -108 ± 14 nA, 

females = 9). Thus, mean current intensities are given for values measured on oocytes 

coming from the same batch.  

Current intensities raised by 10 mM NH4Cl are given for the steady-state current. I-80 has in 

fact two components: a transient inward current and a slow inward current. The slow inward 

current is sustained as long as NH4Cl is present and is reversed in seconds following NH4Cl 

washout (Figure 1), while NH4Cl effect upon pHi last for ~20 minutes [13, 14]. Notice, as in 

Figure 1B and 2, that for repeated applications of NH4Cl, a slight inward current persisted. 

 The transient current was present in 16 out of 36 oocytes belonging to 6 different 

females. We could distinguish three types of batches: those where the transient current was 

never observed, those where the transient current was sometimes present and those where 

all oocytes presented the transient current. In the batches were the sustained current is low, 

the transient current is rare, inversely, in the batches were the sustained current is high, the 

transient current is frequent.  

Currents induced by NH4Cl are even more complicated by the superposition of oscillations. 

Even though this case is not frequent (it was present in 12 out of 58 oocytes belonging to 8 

different females), it can take huge proportions when NH4Cl is applied for a long period (see 

Figure 2). As for the transient current, oscillations were observed for oocytes whose 

sustained current was higher than average (for batches of oscillating oocytes, the mean 

sustained current was -124 ± 8 nA, n = 7, when for batches of non-oscillating oocytes, the 

sustained current was -76 ± 9 nA, n=7). Consequently, it appears that there is a positive 

correlation between high sustained current, transient current and oscillations. Transient 

current and oscillations are a hallmark of calcium signals, thus the three components of I-80 



Résultats                                                                                                                    Partie II- Publication 3 

   148 

could be triggered when a certain calcium threshold is attained, this threshold being variable 

from one batch of oocytes to the other. Data are summarized in Table 2. 

At least one component of I-80 could result from the activation of a calcium-dependent 

chloride currents (ICl(Ca)), which is a clear indicator of [Ca2+]i variations [32, 33]. We 

checked whether I-80 induced by NH4Cl resulted from ICl(Ca) activation. Voltage-ramp 

experiments (I/V curves) showed, in presence of NH4Cl, a null current potential of 6 ± 0 mV 

(n=6). This potential is higher than the inversion potential of chloride ions but use of DIDS 

and chloride-depleted ND (ND low Cl-) confirmed that ICl(Ca) contributes to the NH4Cl-

dependent I-80 current. Steady-state inward current induced by 10 mM NH4Cl was -81 ± 4 nA, 

when chloride is replaced by sodium isethionate, this chloride-depleted conditions increased 

the steady-state inward current to -101 ± 9 nA and when 1 mM DIDS is added, the steady-

state inward current was reduced it to -38 ± 3 nA. (n=6, see Figure 3). The null current 

potential and the partial effect of DIDS suggests that another unknown component is also 

probably activated by NH4Cl.  

Application of extracellular NH4Cl induces a calcium increase as reported by ICl 

and Iin upregulation in Xenopus oocytes 

Our results suggest that perfusion of Xenopus oocytes with 1 to 10 mM NH4Cl appeared to 

induce variations of [Ca2+]i as indicated by the activation of ICl(Ca). To insure that, we 

monitored the calcium-activated chloride currents (ICl). ICl is composed of three different 

components revealed with a triple step protocol [28, 29]. Oocytes were held at -35 mV and 

stepped to +40 mV for 1s, to -140 mV for 1s, then back to +40 mV before return to the 

holding potential. Each step allows respectively the recording of a non-inactivating outward 

current (ICl1-S), a slow inward current (ICl2) and a transient outward current (ICl1-T). All 

three components of ICl are carried by chloride. Outward ICl1-S was measured at the end of 

the first pulse at +40 mV. ICl1-T was calculated by measuring the transient current during 

the second pulse at +40mV and subtracting ICl1-S. ICl2 was measured at the end of the 

-140 mV pulse. ICl variations are recognized as reliable indicators of calcium fluxes in 

Xenopus oocytes: ICl1-S is activated by calcium release from internal stores, while ICl2 and 

ICl1-T are activated by capacitative calcium influx. 

Since NH4Cl appears to induce both pHi decrease and [Ca2+]i increase, we also monitored 

the inward hyperpolarization-activated current (Iin, which is both calcium- and pH-

dependent,  [31]. Iin was measured with a similar protocol that ICl, except that the second 

step was made at -200 mV. Thus, ICl1-S was again measured at the end of the first pulse at 

+40 mV. Iin was measured at the end of the -200 mV pulse and Iout was calculated by 

measuring the transient current during the third pulse at +40mV and subtracting ICl1-S 
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(Figure 4A). Iin is a mixture of a calcium-dependent chloride current and a cationic non-

selective current that is permeable to calcium. Taken together, changes of ICl and Iin are 

indicators of changes in [Ca2+]i and pHi.  

During application of 10 mM NH4Cl, ICl1-S increased strongly and instantaneously before 

decreasing back to a value higher but close to the initial level. Then ICl1-S increased again, 

but in a slow and durable fashion before stabilization at a higher value than initially. 

Correlatively, ICl2 increased slightly in a transient fashion when NH4Cl is applied, then 

increased in a slow and durable fashion, along with ICl1-S (Figure 4). These results suggest 

that 10 mM NH4Cl induces an instantaneous calcium release (associated with ISOCE activation) 

followed by a slow calcium release (also associated with ISOCE activation). Recording of Iin 

during 10 mM NH4Cl treatment showed similar trends. Both during ICl and Iin recordings, 

oscillations were superposed to ICl and Iin variations (Figure 4). These currents variations 

were qualitatively consistent from one oocyte to the other, but the kinetic was variable 

(ranging from 20 minutes to more than 2 hours before stabilization to the final elevated 

value).  

Thus, 10 mM NH4Cl induced an increase of all three components of ICl and of Iin, signatures 

of a [Ca2+]i increase through both calcium release and calcium influx. In all our experiments, 

values of ICl-1T and Iout are quite variable from one oocyte to the other and, if they more 

often increased in presence of NH4Cl, in some batches they decreased. In naïve oocytes, 

both ICl and Iin are quite variable from one batch of oocytes to another, while, current 

intensities were comparable between oocytes belonging to the same batch (for instance, 

ICl1-S ranged from 25 ± 1 to 212 ± 1 nA, with a mean intensity of 102 ± 25 nA, ICl2 ranged 

from -14 ± 1 to -156 ± 1 nA, with a mean intensity of -72 ± 19 nA and Iin ranged from -233 

± 1 to -991 ± 1, with a mean intensity of -586 ± 109 nA). Furthermore, the intensity of the 

increase in response to NH4Cl was quite variable from one batch of oocytes to another. Thus, 

values are given for oocytes belonging to a single batch. Values are normalized for useful 

comparison: values are given in %, corresponding to the increase of the current intensities 

compared to the initial current intensity measured in ND (Table 3). Finally, ICl and Iin values 

were measured ~20 minutes after NH4Cl application, during the current plateau, between 

the transient increase and the second slow increase. This timing allowed us to have stable 

ICl and Iin over 5-10 minutes. At this moment, NH4Cl has affected the cell (the first [Ca
2+]i 

increase has taken place) but the subsequent long lasting [Ca2+]i elevation may not have 

modified the cell physiology yet. This timing also corresponds to the timing when the pHi 

decrease has stabilized to a more acidic pH (in ~20 minutes according to [13, 14]. 
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As for I-80, we have analyzed the effects of increased concentration of NH4Cl (Table 3). ICl1-

S increases are equivalent for 1 and 10 mM NH4Cl. On the opposite, I-80 and ICl2 increases 

are stronger in 10 mM NH4Cl that in 1 mM NH4Cl. Correlatively, ICl1-T and Iout (reflecting 

the slow closure of the channels activated during the second hyperpolarization voltage step) 

are higher in 10 mM NH4Cl that in 1 mM NH4Cl. Notice, that there is no obvious correlation 

between the intensity of the steady-state component of I-80 with either one of the three ICl 

components or with Iin (Table 3). Thus, NH4Cl induces calcium release in a dose-

independent fashion, while it induces a calcium influx in a dose-dependent fashion. The 

strong Iin upregulation in 10 mM NH4Cl suggests that, in these conditions, both [Ca
2+]i and 

pHi are strongly affected when compared to the response to 1 mM NH4Cl 

I-80, ICl and Iin are activated by a NH4Cl -dependent [Ca2+]i elevation 

I-80 (at least its ICl(Ca) contribution), ICl and Iin are notoriously activated by a [Ca
2+]i 

elevation. To verify that, NH4Cl upregulated all three conductances through a calcium-

dependent mechanism, we analyzed the effects of NH4Cl on oocytes where [Ca2+]i was 

buffered by either incubation in presence of 50 µM BAPTA-AM or microinjection of 1 mM 

BAPTA solution. Both conditions reduced the upregulation of I-80, ICl and Iin by NH4Cl but 

would not abolish 10 mM NH4Cl effects (Table 4), while BAPTA-AM cancelled current 

upregulation induced by 1 mM NH4Cl. Even though the effects of 10 mM NH4Cl were only 

reduced, these results show that NH4Cl induced I-80, ICl and Iin upregulation through a 

calcium-dependent mechanism. With 10 mM NH4Cl, another factor would induce current 

upregulation, the most probable culprit being a decrease of pHi since NH4Cl is known for its 

effects upon pH. Thus, 1 mM NH4Cl currents upregulation would be calcium-dependent while 

10 mM NH4Cl currents upregulation would result from a dual mechanism, one being calcium-

dependent. 

Sources of calcium mobilized by NH4Cl 

[Ca2+]i elevations results either from calcium entry from the intracellular medium (calcium 

influx, [34] and / or from calcium release from the reticulum [5]). Thus, we have tested both 

possible sources of calcium during NH4Cl -dependent [Ca
2+]i elevations. 

Calcium influx from the extracellular medium can be reduced by use of Ca2+ -depleted 

medium. These experiments were quite difficult to perform since a calcium-inhibited chloride 

current (ICICC, a current of a still uncharacterized nature, which is quite variable from one 

oocytes to the other [35]) is often activated by these conditions. However, all batches of 

oocytes did not express ICICC. In these batches, nominal 0-Ca2+ medium reduced NH4Cl-

induced I-80, ICl and Iin upregulation (Table 5). Furthermore, we have also used lanthanum 

as a tool to block calcium influx. Incubation in presence of 1 mM LaCL3 effectively blocked 
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the NH4Cl-induced upregulations of ICl2 and Iin (ICl1-T and Iout upregulation were also 

logically blocked, Table 5) while ICl1-S upregulation was not inhibited but reduced. Thus 

NH4Cl induced a calcium influx inside the oocyte, that, in turn, upregulates ICl2 and Iin. 

Calcium release from the reticulum can be blocked by inhibitors of IP3R [36-38] since 

Xenopus oocytes reticulum do not possess ryanodine receptors (RyR [39]). Incubation in 

presence of 5 mM caffeine had surprising effects: it often increased the effects of NH4Cl (in 

57 % of the cells), while it prevented ICl and Iin upregulation in the other cells (this 

divergent effect could result from a potentiating effect of caffeine upon IP3R as described by 

[40, 41]). In those cases, ICl1-S upregulation was nearly abolished along with both ICl2 and 

Iin NH4Cl-induced upregulation. Microinjection of heparin (~50 µg/ml intracellular 

concentration) inhibited the NH4Cl-induced upregulation of I-80, ICl and Iin (Table 5). Again, 

ICl2 and Iin upregulation were also inhibited. These results show that NH4Cl induces calcium 

release from the reticulum through IP3R channels. The resulting depletion of the calcium 

store would in turn activate a capacitative calcium influx through ISOCE channels. Activation of 

the influx pathway could thus be a secondary consequence of NH4Cl-dependent calcium 

store depletion. 

Interdependence of [Ca2+]i elevation and pH changes 

 Results show that NH4Cl induces both changes in pHi and [Ca2+]i elevation. These 

two events could be independent events or one could result from the other. We have 

checked the interdependence of these two events by inducing changes in pHi with another 

effector (changes of extracellular pH, pHe that is mirrored by corresponding changes in pHe 

since H+ permeate the oocyte thought the Na+/K+ ATPase [42]). Decrease of pHe from pH 

7.4 to pH 5.5 induced a large increase of I-80, ICl and Iin with superposed oscillations. 

Increase of pHe from pH 7.5 to 9 leads to correlative pHi increase. pHe also induces an 

increase of I-80, ICl, Iin (Figure 5 and Table 6). However, either pHe increase or pHe 

decrease (and mirrored pHi increase and decrease) induce a [Ca2+]i elevation suggesting 

that pHe, pHi and [Ca2+]i are strongly interdependent in Xenopus oocytes. 

Effects of long term application of NH4Cl 

 In our previous paper [16], we have studied the effects of NH4Cl on Xenopus oocytes 

maturation. To complete these observations, we have analyzed the effects of long-term 

application of NH4Cl on the ionic properties of the oocyte. In our hands, GVBD takes place in 

~10 hours after stimulation by 10 µM progesterone. That’s why we have followed the 

evolution of I-80, ICl and Iin during incubation in presence of NH4Cl for more than 10 hours. 

Effects of 1 mM NH4Cl were similar when instantaneously applied or when applied for more 

than 10 hours. On the contrary, 10 mM NH4Cl had contrasting effect over time: initially, 10 
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mM NH4Cl induced a strong I-80, ICl and Iin upregulation which increased up until ~10 hours 

incubation, then these currents are downregulated, finally reaching values inferior to the 

initial values measured in ND (Tables 7). 

Thus, 1 and 10 mM NH4Cl have opposed effects during long-term application: while 1 mM 

NH4Cl has a mild and consistent effect upon oocytes, 10 mM NH4Cl had a far stronger effect 

which reversed after ~10 hours incubation (corresponding to the time necessary for GVBD to 

occur). The stronger effects of 10 mM NH4Cl could lead to a possible modification of the 

physiological state of the cell leading either to a [Ca2+]i decrease or to a non-specific 

currents downregulated while 1 mM NH4Cl would sustain a moderate and continuous [Ca2+]i 

increase. 

Evolution of the response to NH4Cl during maturation 

Maturation transforms the oocytes into an egg, which is blocked in metaphase II. During 

maturation, the oocyte undergoes profound modification of its electrophysiological properties 

including repression and / or endocytosis of numerous channels and transporters [43-45]. 

Thus, the still poorly characterized NH4Cl permeability could be modified as a consequence of 

maturation.  

When 10 mM NH4Cl is applied on mature oocytes (eggs), no comparable inward current was 

measured when the cell is clamped at -80 mV when compared to immature oocytes. In three 

out of six experiments, application of NH4Cl reduced the initial current measured in ND, while 

in three other experiments, the initial current was only slightly increased (respectively, mean 

current change after 10 mM NH4Cl application is -5 ± 4 nA, n = 6, with values ranging from 

-16 ± 1 to 4 ± 4 nA). The application of 5 µM A23187 (a calcium ionophore) still triggered a 

large inward current with oscillations (Figure 6). Thus egg still possesses ICl(Ca) but NH4Cl is 

no more capable of activating it. 

Correlatively, measures of ICl and Iin on egg showed that ICl1-S, ICl2 and Iin were all 

decreased in presence of either 1 or 10 mM NH4Cl (see Table 3 and Figure 7). Notice that ICl 

and Iin currents are quite reduced in mature oocytes, showing that maturation, per se, also 

affects these conductances.  

These results suggest that the membrane permeability to NH4Cl is modified during 

maturation. In our set of experiment, germinal vesicle break down (GVBD) took place at 

around 10 hours incubation in presence of 10 µM progesterone. We analyzed the effects of 

NH4Cl on both ICl and Iin before and after GVBD: currents were recorded at ~8 hours 

incubation and at ~12 hours incubation. NH4Cl induced an increase of ICl1-S and Iin before 

GVBD but decrease of these same currents after GVBD (Table 8). Strikingly, ICl2 behaves 

differently : after GVBD, NH4Cl slightly increase ICl2. Inversion of the effects of NH4Cl around 
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GVBD was observed for both 1 and 10 mM NH4Cl, thus, even though 10 mM NH4Cl alone 

induced current downregulation, 1 mM NH4Cl with 10 µM progesterone effects could only be 

explained by a maturation-dependent downregulation. Consequently, modifications of the 

membrane permeability to NH4Cl would take place around GVBD.  

Role of [Ca2+]i in maturation  

 Our results shown that NH4Cl induce a [Ca
2+]i increase. Since [12] have shown that 

high [Ca2+]i delays maturation, MPF activation and MAPK pathways activation, we wanted to 

check whether NH4Cl also delays maturation through a calcium-dependent mechanism (we 

have already shown that NH4Cl delays maturation through a pHi-dependent mechanism, 

[16]. 

First, we analyzed the effect of inhibiting calcium influx and of buffering [Ca2+]i increase 

during progesterone-induced maturation. In our hands, progesterone-induced maturation is 

affected by disruption of calcium homeostasis. Maturation was significantly accelerated when 

cells were incubated in nominal 0-Ca2+ medium. On the contrary, progesterone-induced 

maturation was not significantly affected when cells were incubated in presence of 50 µM 

BAPTA-AM (Table 9).  

Then, we analyzed the effects of inhibiting calcium influx and of buffering [Ca2+]i increase 

during progesterone-induced maturation in presence of NH4Cl. Maturation was always 

delayed by 1 and 10 mM NH4Cl. In presence of 1 mM NH4Cl, this delay was decreased (but 

not abolished) by conditions that either inhibited calcium influx or [Ca2+]i variations. 

However, in presence of 10 mM NH4Cl, maturation was surprisingly abolished (Table 10). 

Even though, these results suggest that NH4Cl-induced maturation delay is both pH- and 

calcium-dependent and that NH4Cl-induced pHi acidification and [Ca2+]i increase would have 

a synergistic effect resulting in maturation slowdown. 

Discussion 

NH4Cl activates calcium-dependent chloride currents : ICl(Ca), ICl and Iin 

In most cells, weak bases are used to induce intracellular alkalization. These weak bases 

increase pHi after membrane permeation and subsequent cytosolic protonation of their 

deprotonated form. Such is the case in Sea urchin oocytes [46-48]. Contrarily, in Xenopus 

oocytes, trimethylamine [49] or procaine [50] induce a decrease in pHi and membrane 

depolarization. More generally, primary, secondary and tertiary amines lead to pKa-

proportional acidification in Xenopus oocytes [49]. NH4Cl induces a slow pHi acidification 

associated with a large depolarization and membrane resistance decrease. Theses events 

have different kinetics : the NH4Cl-induced acidification is slow and reverses in ~20 minutes 
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while the electrophysiological changes are instantaneously reversed after NH4Cl washout. 

[49-54]. 

Xenopus oocytes NH4Cl-induced pHi acidification results from a greater membrane 

permeability to NH4
+ rather than to NH3. The permeation pathway of NH4

+ has been 

extensively studied, even though it remains quite elusive. The reverse potential of the 

current induced by NH4Cl is -3.1 mV (control is -35,5 mV), thus NH4Cl may induce a current 

of any ion with a more positive Nernst potential, such as Cl-, Na+, Ca2+ or NH4
+ itself [52]. It 

was postulated that a least part of this current is carried by NH4
+, since the NH4Cl-induced 

current increases linearly with the decrease of pHi [51, 54]. Studies have tested the effects 

of different inhibitors of both potassium and chloride channels such as barium, derivatives of 

DPC (diphenylamine-2-carboxylate), flufenamates, gadolinium, ISDN, tetramethylamonium, 

quinidine or quinine [21, 49, 51, 52, 54, 55]. Except for DPC and flufenamate, none of these 

inhibitors proved potent against NH4Cl-induced inward current, membrane depolarization or 

pHi decrease. Thus, it was supposed that NH4
+ enters the oocyte through cationic non-

selective channels (Gcat). Since the inward current is reduced in absence of extracellular Na+, 

Gcat could carry both Na
+ and NH4

+ currents [52] even though a small amount of NH4
+ could 

permeate through potassium channels [56]. Microinjection of alkalizating KOH solution and 

competitive effect of propionic acid induced similar currents as observed in presence of 

NH4Cl, suggesting that Gcat is triggered by a local intracellular alkalization. In this model, NH3, 

as an uncharged molecule would initially diffuse inside the oocyte, leading to a local 

alkalization that, in turn, opens Gcat (thus the inward current): the resulting NH4
+ influx 

leading to the major acidification observed [53]. Gcat may not be the sole inward pathway for 

NH4
+: DCDPC (3’-5’-dichloro-diphenylmine-2-carboxylate) and DPC (diphenylamine-2-

carboxylate), two inhibitors of chloride channels, reduced the NH4Cl-induced inward current 

suggesting that NH4
+ could also permeate through chloride channels. However, this result 

should be handled with care since DCPC and DPC have been shown to also inhibitors Gcat  

[57, 58]. Lack of effect of ouabaïne has ruled out the involvement of the Na+/K+ ATPase 

which is notoriously known for its permeability to numerous ions [54]. The Na+/K+/2Cl- co-

transporters has also been incriminated, with NH4
+ substituting for K+ [52, 54]. 

Consequently, the NH4
+ influx would results from numerous pathways: Gcat, GK, GCl and 

diverse transporters.  

The time discrepancy between the slow and persistent effects of NH4Cl upon pHi and its 

instantaneous and reversible effects upon the electrophysiological properties of the Xenopus 

oocytes has not been explained. Here we have shown that the electrophysiological changes 
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could result, not directly from NH4Cl-induced pHi decrease, but from NH4Cl-dependent [Ca
2+]i 

increase.  

Calcium-dependent chloride currents have long been used as reliable indicators of [Ca2+]i 

changes in Xenopus oocytes [32]. ICl(Ca) is a long-standing indicator of calcium mobilization 

[25-27]. NH4Cl induces a dose-dependent increase of I-80. In our hands, the inward current 

induced by NH4Cl has a reverse potential of Erev = 6 mV, a potential slightly higher than ECl 

(ranging between -14 and -28 mV according to different authors, [59]). DIDS, an inhibitor of 

chloride currents, reduced this current, while low Cl- conditions increased it. Thus, the major 

component of the NH4Cl-induced current measured at -80 mV would be a chloride one, 

comforting our interpretation that its major contributor corresponds to ICl(Ca). Contribution 

of NH4
+ to this inward current cannot be ruled out since Erev is higher than ECl and since 

DIDS had only a partial effect. 

The kinetic of the NH4Cl-induced I-80 increase was biphasic : a transient current (present in 

only a fraction of the oocyte population) and a sustained current (always present). There is a 

positive correlation between high sustained current, presence of a transient current and of 

superposed oscillations. It has been proposed that current oscillations are triggered when a 

certain threshold of [Ca2+]i is reached. Taken together, these observations indicate that, 

modulo the inherent variability between oocytes, NH4Cl induces a [Ca
2+]i elevation that, in 

turn, activates ICl(Ca), a major contributor of I-80. 

In all experiment, both 1 and 10 mM NH4Cl always triggered I-80 but NH4Cl-induced I-80 

intensities differed from one oocyte to another. This variability is greater between oocytes 

coming from different females (thus values are given for one batch of oocytes). This 

variability has already been mentioned [52, 60] but never explained. Variations in the 

number of channels and / or the levels of regulatory messengers have been proposed. 

NH4Cl also induce an instantaneous and reversible increase of ICl and Iin. Use of the triple 

step stimulation protocol developed by [5, 28] discriminates the source of calcium. ICl1-S is 

activated by calcium release from the intracellular store. ICl2 and ICl1-T are activated by 

calcium influx. Our results show that 1 and 10 mM NH4Cl induced an increase of ICl1-S and 

ICl2, indicating a [Ca2+]i elevation through both calcium release and calcium influx. 1 and 10 

mM NH4Cl also induced an increase of Iin. Iin is an inward current measured at potential 

more negative than -150 mV. Iin has two components: a chloride current and a cationic non-

selective current. Iin is triggered by both [Ca2+]i elevation and pHi changes [31].  

ICl(Ca), ICl and Iin elevations indicate that NH4Cl induce [Ca
2+]i increase. This was verified 

by chelation of intracellular calcium (with both incubation with BAPTA-AM and BAPTA 

microinjection): these conditions reduced the current upregulation, testifying that NH4Cl does 
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indeed activate these currents through [Ca2+]i increase. For 1 mM NH4Cl, inhibition was close 

to complete, thus electrophysiological changes induced by 1 mM NH4Cl appears to be solely 

calcium-dependent. On the contrary, for 10 mM NH4Cl , currents were only reduced, thus 

electrophysiological changes induced by 10 mM NH4Cl are dependent upon calcium and 

another factor (pHi being an obvious candidate).  

Other discrepancies between the effects of 1 and 10 mM NH4Cl were observed: 1 and 10 mM 

NH4Cl induced comparable ICl1-S increase, while 10 mM induced a greater increase of ICl2 

and Iin than 1 mM. While NH4Cl would induce calcium release in a dose-independent fashion, 

calcium influx would be dose-dependent. This comes as a surprise since, if calcium influx is 

only due to ISOCE activation, similar calcium release (as indicated by ICl1-S) should trigger 

similar calcium influx (as indicated by ICl2). To reflect this difference of NH4Cl-induced 

calcium influx, we propose that either the calcium influx is not only due to ISOCE activation but 

also results from another calcium influx pathway (a non-capacitative influx such as the pHi-

dependent calcium influx pathway described in capacitated sperm [61]) or that SOC channels 

are pH-dependent (as hinted by [62]). 

Furthermore, the divergent effects of 1 and 10 mM NH4Cl has been revealed by long-term 

incubation experiments. When oocytes are incubated for more that 12 hours (a time range 

similar to that used for maturation experiments where progesterone-induced GVBD takes 

place at ~10 hours), 1 mM NH4Cl always induced an increase of I-80, ICl and Iin, while 10 

mM NH4Cl upregulated these currents for a duration inferior to 10 hours and downregulated 

them (to levels below the initial one) for a duration superior to 10 hours. This result suggests 

that 10 mM NH4Cl not only regulates membrane conductances but also induces major 

physiological changes in the oocytes, of which we cannot exclude the downregulation or the 

internalization of membrane channels. Difference between the long-term effects of 1 mM 

NH4Cl and of 10 mM NH4Cl could be either calcium-related or pHi-related.  

Sources of calcium mobilized by NH4Cl  

In numerous cell types, changes of pHi are associated with changes of [Ca2+]i. Intracellular 

acidification induces a [Ca2+]i increase in neutrophils [63] and in cardiac muscle cells [64], 

while alkalization induces a [Ca2+]i increase in smooth muscle cells [65], in vascular 

endothelial cells  [66] and in colon HT29 carcinoma cells [67]. During Sea urchin maturation, 

the pHi increase is associated to [Ca2+]i increase [68]. Indeed, activation of PLC triggers two 

independent signaling pathways: one that leads to [Ca2+]i increase through InsP3 synthesis, 

and one that leads to pHi increase through DAG synthesis and PKC activation [69].  

Changes of pHi can mobilize calcium from all sources. In Rat aortic smooth muscle cells, 

NH4Cl-induced pHi increase triggers calcium influx through non-voltage dependent plasma 
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membrane calcium channels, similar to SOC channels. Contribution of a calcium influx is 

negligible [70]. In rat inner medullary collecting duct cells, NH4Cl-induced pHi decrease 

facilitates InsP3 synthesis, leading to increase calcium release [71]. Furthermore, pHi 

changes affect the calcium transduction pathway since IP3R are notoriously known as being 

pH-sensitive : affinity for InsP3 would increase with pHi  [72-75]. 

In Xenopus oocytes, we have shown that the NH4Cl-induced [Ca
2+]i increase is due to both 

calcium release (inhibited by caffeine and heparin) and calcium influx (inhibited by nominal 

0-Ca2+ medium and lanthanum). Inhibition of calcium release by heparin also inhibited 

calcium influx, which is unsurprising if we consider that calcium influx is a consequence of 

calcium store emptying. This was not the case with caffeine, which is consistent with our 

previous observation that the calcium influx could be carried by both SOC channels and 

another unspecified calcium influx pathway (as suggested by the differences observed 

between 1 and 10 mM NH4Cl effects).  

NH4Cl-induces [Ca
2+]i increase can either result from changes in pHi or from a specific effect 

of NH4Cl. We have used changes of pHe to promote mirroring changes in pHi due to H+ 

permeation through the Na+/H+ exchanger [42] and the Na+/K+ ATPase  [42, 76]. Both 

acidification (to pH 5.5) and alkalization (to pH 9) of the extracellular medium induced 

[Ca2+]i increase, as testified by I-80, ICl and Iin increases (even though response to 

alkalization was observed only for some batches of oocytes). These results are consistent 

with those of  [60], who showed that pHe acidification activates an inward calcium-

dependent chloride current. For alkalization, these results are more surprising since it was 

shown by [77] that pHe increase activates an outward potassium current cAMP-dependent 

but calcium-independent. In our hands, both pHe increase and decrease triggered a [Ca2+]i 

increase through both calcium release and calcium influx (as shown by ICl1-S and ICl2 

increases). Thus, the calcium pathways triggered by pHe changes could be similar to those 

activated by NH4Cl and could be a constitutive signaling mechanism allowing the cell to 

adjust to variable environmental conditions. 

Modification of membrane permeability during maturation 

During maturation, the cell undergoes numerous electrophysiological changes that prepare 

the cell to its change of medium during egg laying (cells pass from the physiological medium 

to pond water) and that prepare the cell to fertilization while preventing artifactual 

activation. For instance, maturation changes the calcium-dependent chloride conductances: 

following progesterone addition, the outward chloride current (measure at -20 to +20 mV) 

increases transiently then decreased before GVBD, at fertilization this current has 
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disappeared [78]. Here, we have observed that similarly, ICl and Iin are downregulated close 

to GVBD.  

NH4Cl has opposite effect on immature oocytes and mature oocytes (eggs): on eggs, NH4Cl 

induced a decrease of I-80, ICl and Iin. Correlatively, washout of NH4Cl induced a decrease of 

these current back to the initial level in immature oocyte and an increase back to the initial 

level in eggs. This results could be interpreted as a NH4Cl -induced decrease of the resting 

[Ca2+]i level, which could be attributed to cell alkalization. Indeed, in eggs, NH4Cl induces 

pHi alkalization [79-81] while it induces a cell acidification in immature oocytes [49, 50]. In 

this case, during maturation, the oocytes would undergo an inversion of the relative NH4
+ / 

NH3 permeability: immature oocytes being more permeable to NH4
+, eggs to NH3. In this 

case, NH4Cl would induce pHi alkalization in eggs. This interpretation seems to contradict our 

other result, showing that pHe alkalization induce a [Ca2+]i increase in immature oocytes. 

This divergent effects could result form the difference between the effects of an indirect 

change of pHi (through pHe changes) and the effects of a direct pHi change (through NH4Cl) 

as was observed for the response of Iin to acidification by incubation in presence of an acidic 

medium and by HCl microinjection [31]. This divergent effects could also result from the fact 

that pHe effects where observed on immature oocytes and not on eggs who underwent 

changes in membrane properties and calcium homeostasis mechanisms. Changes of pHi 

could affect differentially the same calcium effectors in oocytes and in eggs. Indeed, the 

open-time duration of IP3R is shorter in eggs where IP3R are more sensitive to InsP3 and 

are clustered [82]. Furthermore, ISOCE activation is uncoupled from calcium store depletion in 

eggs [83]. Resulting calcium signal are radically different in eggs than in oocytes : contrary 

to oocytes, eggs can sustain a calcium wave. 

Effects of calcium upon maturation 

Influence of calcium upon maturation in Xenopus oocytes has been extensively studied but 

lead to conflicting interpretations. Some authors observed that [Ca2+]i buffering (by EGTA 

microinjection) or that calcium release inhibition (by microinjection of anti-IP3R antibodies) 

delays maturation [8, 11]. Some other authors observed that [Ca2+]i increase delays 

maturation [12]. Our results show that inhibition of calcium influx (by incubation in nominal 

0-Ca2+ medium) lead to maturation acceleration. Our results are conflicting with those of [6, 

7], who used a calcium depleted medium (nominal 0-Ca2+ plus EGTA medium), conditions 

that accelerated maturation. Use of an extracellular calcium-chelating agent may profoundly 

affect the cell: use of calcium chelators are notoriously known for their side effects. 

However, our results are in concordance with the results obtained by [12], who used Ca2+ 

depleted oocytes in a low Ca2+ medium, namely 50 µM). In our conditions, the absence of 
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calcium chelator in the extracellular medium does not prevent a microenvironment around 

the cell were calcium can be as high as a couple of 10 nM, a concentration sufficient to 

permit a small calcium influx. In this case, the small [Ca2+]i increase due to calcium influx 

could promote maturation while a high [Ca2+]i would delay it, as was shown by [12]. 

Results using [Ca2+]i buffering with 1 mM BAPTA-AM gave rise to surprising results : 1 mM 

BAPTA-AM alone slowed progesterone-induced maturation. We cannot rule out a toxic effect 

of BAPTA-AM, which “freezes” the cell, but the same results was obtained by [8]. Inhibition 

of calcium release has been independently shown to inhibit maturation [6, 11]. Thus, a 

[Ca2+]i changes could be necessary for maturation, but it may not be the absolute value of 

[Ca2+]i that would be crucial for maturation but the development of calcium gradients in the 

cytosol. These gradients would be abolished by BAPTA treatment [8]. However, [12] 

observed that microinjection of BAPTA (500 µM or 1 mM) quickens maturation. To resolve 

these conflicting results, they propose that low [Ca2+]i promote maturation while high [Ca2+]i 

inhibits it. 

Taken together, calcium appears to interfere with maturation: since NH4Cl induces a [Ca
2+]i 

elevation, we checked whether this [Ca2+]i increase participates to the maturation delay 

induced by NH4Cl. In presence of 10 mM NH4Cl, 1 mM BAPTA-AM abolished maturation, 

while in presence of 1 mM NH4Cl, [Ca
2+]i buffering proved efficient to restore partially a 

normal kinetic (maturation was still delayed but was quicker than in presence of 1 mM NH4Cl 

alone). Conditions with both 1 mM BAPTA-AM and 10 mM NH4Cl could prove to be toxic for 

the cell : especially since we have independently observed that long term application of 10 

mM NH4Cl profoundly modifies the oocyte electrophysiological properties, while 1 mM NH4Cl 

did not. However, our result, using both nominal 0-Ca2+ medium and BAPTA-AM, showed 

that both these conditions decreased the maturation-delaying effects of 1 mM NH4Cl. This 

result shows that while NH4Cl delay maturation through pH-dependent pathway [16], it also 

delays it through a calcium-dependent one. The calcium-dependent pathways would only 

have a regulatory effect since inhibition of [Ca2+]i changes only reduce the delay without 

abolishing it, while microinjection of MOPS buffer pH 7.7 restores a normal maturation 

kinetic [16]. Thus, while the pH-dependent pathway would be predominant, the calcium-one 

would have a synergistic action. 

 

Here we have shown that changes of pHi (either through changes of pHe or use of NH4Cl) 

induce [Ca2+]i elevation in immature Xenopus oocytes. During maturation, the response to 

NH4Cl change: it is reversed close to GVBD, along with numerous other electrophysiological 



Résultats                                                                                                                    Partie II- Publication 3 

   160 

changes underwent by the egg (affecting both membrane transporters and calcium 

homeostasis mechanisms). 

Furthermore, we have shown that NH4Cl-induced maturation delay is both pH- and calcium-

dependent, both signal having a synergistic action upon maturation. Our future work will aim 

at identifying the targets of both these signals. The synergetic action of pHi and [Ca2+]i could 

take effect at the level of the microtubules: both have been shown to interfere with 

microtubules polymerization in Xenopus oocytes. This effect would have numerous other 

effects since numerous proteins (PKA, EF-1 and 7, amino-ARNt synthetase and cyclin B1) 

and ARNm are associated to meiotic spindle and contribute to maturation. 
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Figure 1 : Inward currents measured on an immature oocytes voltage-clamped at 

-80 mV when increasing NH4Cl concentration are applied.  

A representative recording is depicted. Successively 1, 5, 10 mM NH4Cl ND solutions were 

applied to the cell. Two cells are depicted: A an oocyte without oscillations (which was the 

more frequent case) and B an oocyte where oscillations were superposed to the inward 

current induced by NH4Cl application.  
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Figure 2 : Inward currents measured on immature oocytes voltage-clamped at 

-80mV when 10 mM NH4Cl is applied for ~2 hours.  

A representative recording is depicted. After washout of NH4Cl, the current intensity went 

back to its initial value. Values are given in nA. 
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Figure 3 : Inward currents measured on immature oocytes voltage-clamped at 

-80 mV. 

 A representative recording is depicted. The oocytes was successively exposed to 10 mM 

NH4Cl, then to 10 mM NH4Cl in a medium depleted in chloride (7.6 mM chloride instead of 

103.6 mM in standard ND) then to 1 mM DIDS followed immediately by 1 mM DIDS with 10 

mM NH4Cl. 
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Figure 4 : ICl currents evolution during NH4Cl treatment.  

A Current before (grey line), just after 10 mM NH4Cl  treatment (black line) during the first 

plateau (dotted black line) and during the second plateau (dotted grey line). B Evolution of 

ICl1-S and ICl2 current intensities over time during a prolonged 10 mM NH4Cl treatment.  
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Figure 5 : Respective effects of the application of 10 mM mM NH4Cl, change of pH 

7.4 to 5.5 and change from pH 7.4 to 9 on oocytes.   

Measures are made on oocytes belonging to the same batch. A Effects of 10 mM NH4Cl 

application. B Effects of a change of external pH from 7.4 to 5.5. C Effects of a change of 

external pH form 7.4 to 9 on the left are given the following recordings: (grey line) current in 

ND, (black line) peak current in presence of NH4Cl or a different pHe, (dotted black line) 
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current at the end of the recording in the recording in the new conditions and (dotted grey 

line) current after washout with ND. 



Résultats                                                                                                                    Partie II- Publication 3 

   171 

 

 

 

 

Figure 6 : Effects of the application of 10 mM NH4Cl on egg.  

A representative recording is depicted: NH4Cl didn’t activate ICl(Ca) but application of 5 µM 

A23187 could (as shown by the huge inward current superposed with oscillations).  
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Figure 7 : Effects of the application of 10 mM NH4Cl on eggs.  

Effects of 10 mM NH4Cl upon ICl (left) and Iin (right). Black line, current before NH4Cl 

application, grey line, current after NH4Cl application. Each trace is the average of at least 6 

oocytes belonging to the same batch. 
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Table 1 

 NaCl Na Isethionate KCl MgCl2 CaCl2 pH NH4Cl 

ND 7.5 96 - 2 1 1.8 7.5 - 

ND 7.5 1 NH4Cl 95 - 2 1 1.8 7.5 1 

ND 7.5 10 NH4Cl 86 - 2 1 1.8 7.5 10 

ND 7.5, low Cl- - 96 2 1 1.8 7.5 - 

ND 7.5, nominal 0-Ca2+ 85 - 2 5 - 7.5 - 

 

Solutions used.  

Values are given in mM. The solutions were buffered by 5 mM HEPES and the pH was 

adjusted with NaOH. 

 

 

Table 2 

Female n° Transient current I-80 current intensity ± S.E.M. 

  Transient current Sustained current Difference 

1 Absent  -74 ± 19  

2   -76 ± 9  

3 Some oocytes -112 ± 33 -100 ± 15 41 ± 6 

4  -127 ± 4 -108 ± 6 22 ± 7 

5  -157 ± 18 -125 ± 14 28 ± 7 

6 All oocytes -162 ± 4 -124 ± 8 38 ± 10 

 

Mean steady-state currents intensities and mean peak currents intensities 

induced by 10 mM NH4Cl. 

The sustained current is measured when the intensity of the current is stabilized, the 

transient current is measured at the peak of its intensity. The oocytes were voltage clamped 

at -80mV. Values are given in nA ± S.E.M. Batches of oocytes are classified according to the 

occurrence of the transient current. 
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Table 3 

Cells NH4Cl ICl1-S ICl1-T ICl2 Iin Iout I-80 

Oocyte 1 mM 231 83 149 139 143 -10 ± 1 

 10 mM 242 268 947 223 175 -50 ± 12 

Egg 1 mM 74 340 73 45 140 10 ± 1 

 10 mM 66 150 67 33 30 40 ± 20 

 

Currents induced by 1 and 10 mM NH4Cl on oocytes and on eggs.  

ICl and Iin are given in %, they were normalized against the currents measured in ND. The 

values given for the steady-state component of I-80 correspond to the difference between the 

current intensity in presence of NH4Cl and the current in ND (nA ± S.E.M.).  

 

 

Table 4 

Incubation 
conditions 

NH4Cl ICl1-S ICl1-T ICl2 Iin Iout I-80 

ND 1 mM 231 83 149 139 143 -10 ± 5 

 10 mM 242 268 947 223 175 -50 ± 12 

50 µM BAPTA-AM 1 mM 107 76 116 95 99 -1 ± 10 

50 µM BAPTA-AM 10 mM 132 48 217 123 77 -30 ± 10 

1 mM BAPTA 10 mM 116 120 97 160 92 -30 ± 10 

 

Effects of 1 and 10 mM NH4Cl application ICl, Iin and ICl(Ca) currents when 

[Ca2+]i variations are buffered. 

Oocytes were preincubated with  50 µM BAPTA-AM for 1 hour before NH4Cl application or 

microinjected with BAPTA (1 mM final concentration inside the cell). For effective 

comparisons with Table 3, ICl and Iin are given in %, they were normalized against the 

currents measured in ND. The values given for the steady-state component of I-80 

correspond to the difference between the current intensity in presence of NH4Cl and the 

current in ND (nA ± S.E.M.). 
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Table 5 

Conditions ICl1-S ICl1-T ICl2 Iin Iout I-80 

ND 242 268 947 223 175 -50 ± 12 

nominal 0-Ca2+ 81 96 157 109 65 -19 ± 10 

1 mM LaCl3 119 67 69 32 25 -10 ± 10 

5 mM caffeine 105 91 203 119 97 -20 ± 10 

50 µg/ml heparin 125 41 109 117 107 -10 ± 10 

 

Effects of 10 mM NH4Cl on oocytes in presence of different inhibitors of calcium 

fluxes.  

For effective comparisons with Table 3, ICl and Iin are given in %, they were normalized 

against the currents measured in ND. The values given for the steady-state component of I-

80 correspond to the difference between the current intensity in presence of NH4Cl and the 

current in ND (nA ± S.E.M.). 

 

 

Table 6 

pHe ICl1-S ICl1-T ICl2 Iin Iout I-80 

ND 5.5 157 192 229 176 113 -60 ± 20 

ND 9 167 440 291 134 74 -20 ± 10 

 

Effects of a change of extracellular pH (pHe) on oocytes.  

For effective comparisons with Table 3, ICl and Iin are given in %, they were normalized 

against the currents measured in ND. The values given for the steady-state component of I-

80 correspond to the difference between the current intensity for changes pHe and the 

current in ND pH 7.4 (nA ± S.E.M.). 
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Table 7 

Incubation 
conditions 

Duration ICl1-S ICl1-T ICl2 Iin Iout n 

ND > 10 hours 96 ± 17 120 ± 33 -35 ± 5 -314 ± 18 380 ± 17 4 

1 mM NH4Cl Instantaneous 153 ± 25 97 ± 31 -51± 8 -628 ± 51 731 ± 64 4 

 < 10 hours 183 ± 25 87 ± 21 -110 ± 29 -429 ± 53 587 ± 56 6 

 > 10 hours 129 ± 23 79 ± 28 -100 ± 27 -339 ± 20 468 ± 21 6 

10 mM NH4Cl Instantaneous 234 ± 53 136 ± 130 -360 ± 117 -954 ± 278 569 ± 126 3 

 < 10 hours 360 ± 32 211 ± 121 -231 ± 20 -893 ± 79 942 ± 81 11 

 > 10 hours 80 ± 16 60 ± 8 -30 ± 6 -183 ± 45 375 ± 86 4 

 

Effects of long term applications of NH4Cl on oocytes.  

Effects of 1 and 10 mM NH4Cl on oocytes. Values are given in nA ± S.E.M. with the number 

of cells on which currents were recorded. 

 

Table 8 

Incubation 
conditions 

Incubation 
time 

GVBD ICl1-S ICl1-T ICl2 Iin Iout n 

ND Instantaneous no 96 ± 17 120 ± 33 -35 ± 5 -314 ± 18 380 ± 17 4 

1 mM NH4Cl Instantaneous no 153 ± 25 97 ± 31 -51± 8 -628 ± 51 731 ± 64 4 

 ~8 hours no 183 ± 12 76 ± 9 -127 ± 7 -423 ± 59 397 ± 18 4 

 ~12 hours yes 122 ± 88 9 ± 79 -92 ± 63 -206 ± 71 15 ± 75 2 

10 mM NH4Cl Instantaneous no 234 ± 53 136 ± 130 -360 ± 117 -954 ± 278 569 ± 126 3 

 ~8 hours no 516 ± 107 41 ± 144 -463 ± 50 -962 ± 104 549 ± 114 5 

 ~12 hours yes 54 ± 11 11 ± 13 -54 ± 14 -214 ± 56 119 ± 51 6 

 

Effects of 1 and 10 mM NH4Cl during maturation induced by incubation in 

presence of 10 µµµµM progesterone.  

Values are given in nA ± S.E.M. with the umber of cells on which currents were recorded. 
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Table 9 

Incubation conditions Progesterone GVBD50 in ND 

- 10 µM progesterone x 1 

nominal 0-Ca2+ 10 µM progesterone x 0,81 ± 0,04 

50 µM BAPTA-AM 10 µM progesterone x 1,06 ± 0,04 

 

Effects of calcium influx and [Ca2+]i variations inhibition 10 µµµµM 

progesterone-induced maturation.  

Oocytes are incubation in either nominal 0-Ca2+ medium or in presence of 50 µM BAPTA-AM 

(applied 1 hour before NH4Cl application). 10 µM progesterone is added 1 hour after 

treatment. Relative GVBD50 time represents the time of GVBD50 of the oocytes incubated in 

nominal 0-Ca2+ medium or in presence of 50 µM BAPTA-AM + progesterone (Pg) when 

normalized against the GVBD50 time of control oocytes incubated with progesterone alone (n 

= 3 females).  

 

 

Table 10 

Incubation 
conditions 

Progesterone GVBD50 
with NH4Cl 1 mM 

GVBD50 
with NH4Cl 10 mM 

- 10 µM Pg x 1.46 ± 0.22 --- 

nominal 0-Ca2+ 10 µM Pg x 1.32 ± 0.04 xxx 

50 µM BAPTA-AM 10 µM Pg x 1.31 ± 0.18 xxx 

 

Effects of NH4Cl on 10 µµµµM progesterone-induced maturation when either calcium 

influx or [Ca2+]i increase are inhibited.  

Oocytes are incubation in either nominal 0-Ca2+ medium or in presence of 50 µM BAPTA-AM 

(applied 1 hour before NH4Cl application). 10 µM progesterone is added 1 hour after NH4Cl 

application. Relative GVBD50 time represents the time of GVBD50 of the oocytes incubated in 

nominal 0-Ca2+ medium or in presence of 50 µM BAPTA-AM + progesterone (Pg) when 

normalized against the GVBD50 time of control oocytes incubated with progesterone alone (n 

= 3 females). --- GVBD50 is not attained, xxx no GVBD observed. 
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Partie I - Variations de pHi et modulation de la 

reprise méiotique 

 

I.I- Effets des variations de pHi sur la GVBD 

 

La fonction de l’homéostasie protonique lors de la reprise méiotique a fait l’objet de  

nombreuses études. Cependant, les processus moléculaires sensibles aux variations de pHi 

restent mal connus. Alors que chez certaines espèces comme l’Oursin, l’augmentation du pHi 

est nécessaire pour la reprise méiotique (Gould et Stephano, 1993 ; Stephano et Goulg, 

1997), chez le Xénope, elle n’aurait qu’un rôle facilitateur. Nous avons observé que 

l’alcalinisation artificielle, par micro-injection de tampon Tris pH 9 ou par incubation en ND 

pH 9, accélère la reprise méiotique. Inversement, la diminution de pHi, par incubation en 

présence de NH4Cl ou de ND pH 6 ou par micro-injection de tampon MOPS pH 6.9, entraîne 

un retard de la reprise méiotique. Le retard de GVBD induit par le NH4Cl est dose-dépendant. 

Les travaux de Liu et Patino (1993) ont montré que la fixation de la progestérone à 

son récepteur, au niveau de la membrane plasmique, est maximale pour un pHe compris 

entre 7 et 7.6. Au-delà de ces valeurs, la fixation de la progestérone à son récepteur décroît. 

Dans la plupart de nos conditions expérimentales, les modifications de pH sont 

intracellulaires et donc, elles n’ont pas pu affecter la liaison de la progestérone à son 

récepteur. Nous avons également induit des variations de pHi en modifiant le pHe (ND pH 6 

ou 9) : les résultats obtenus ont été identiques à ceux obtenus avec le NH4Cl ou la 

micro-injection de tampons. Ainsi, les variations de pHe (ND pH 6 ou pH 9) modulent la 

cinétique de maturation (respectivement ralentissement et accélération), mais cet effet ne 

serait pas relatif à une modification de la liaison de la progestérone à son récepteur.  

Chez le Xénope, lorsque la reprise méiotique est stimulée par la progestérone, la 

vésicule germinative migre au pôle animal via la mise en place du réseau de microtubules. 

En présence de NH4Cl, nous n’avons pas observé d’anomalies dans la formation du fuseau ou 

dans la condensation des chromosomes, bien que ces événements soient retardés par la 

diminution de pHi. La grande majorité des fuseaux observés à la membrane correspondent à 

des fuseaux de métaphase I lorsque les ovocytes sont incubés en présence de NH4Cl 1 mM 

tandis que les ovocytes contrôles présentent des fuseaux de métaphase II. Des travaux 

réalisés au laboratoire ont montré que, lors de l’incubation en absence de sodium ou lors de 

la micro-injection de tampon MOPS pH 6.9, la migration de la vésicule germinative est 

inhibée dans 30 % des cas et la formation du fuseau est ectopique suite à une stimulation 



Figure 48 : Sensibilités des voies de 
signalisation face aux variations de pHi 
durant la reprise méiotique de 
l’ovocyte de Xénope

La stimulation de la maturation par la 
progestérone, la micro-injection de 
cytoplasme d’ovocytes matures ou de MAPK 
constitutivement active a permis de 
déterminer la sensibilité de différentes voies 
de signalisation lors de la reprise méiotique. 
Les flèches rouges représentent les 
mécanismes qui ne sont pas sensibles aux 
variations de pHi (augmentation ou 
diminution), en bleu les mécanismes 
retardés par l’acidification intracellulaire, en 
vert les mécanismes accélérés par 
l’augmentation de pHi et en orange les 
mécanismes qui sont totalement inhibés par 
la diminution de pHi. 
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par la progestérone (Flament et coll., 1996). Ces différences entre nos observations et celles 

de Flament et coll. (1996) pourraient s’expliquer par le fait que dans ces conditions 

expérimentales, toute augmentation du pHi, qui normalement a lieu durant la maturation, 

est bloquée par la micro-injection de tampon MOPS ou l’absence de sodium dans le milieu 

extracellulaire, tandis qu’en présence de NH4Cl, bien que le pHi soit globalement inférieur à 

celui des ovocytes contrôles, l’alcalinisation peut se produire et favoriser la migration du 

fuseau à la membrane. La micro-injection de tampon Tris pH 9, qui induit directement une 

alcalinisation intracellulaire, provoque la migration de la vésicule germinative dans 25 % des 

cas en absence de stimulation par la progestérone (Flament et coll., 1996). En accord avec 

ces résultats, nous avons observé que la micro-injection de tampon Tris pH 9 peut induire 

une montée de la vésicule germinative. Ainsi, l’augmentation du pHi pourrait être suffisante, 

dans certains ovocytes, pour mettre en place le réseau de microtubules permettant à la 

vésicule germinative de migrer au pôle animal.  

 

I.2- Effets des variations de pHi sur les activations du MPF et de 

la voie p39Mos-Xp42Mpk1 

 

Les variations de pHi affectent différemment les voies impliquées dans la reprise 

méiotique. La comparaison des résultats obtenus après stimulation de la maturation par 

différents outils permet de présenter un modèle intégrant la sensibilité des voies de 

transduction face aux variations de pHi (Figure 48). La transduction des signaux, du 

récepteur à la progestérone jusqu’aux activations du MPF et de la voie p39Mos-Xp42Mpk1, est 

très sensible au pHi. Les activations du MPF et de la voie p39Mos-Xp42Mpk1 sont accélérées par 

une augmentation de pHi et sont retardées par une diminution de pHi induite dès 1 mM de 

NH4Cl. Deux interprétations sont possibles : (1) les deux voies sont sensibles au pHi ou (2) 

elles dépendent toutes les deux d’un même événement en amont, sensible au pHi. Ces deux 

hypothèses sont plausibles et non mutuellement exclusives. En outre, dans la mesure où les 

activations de ces deux voies sont interconnectées lors de la stimulation par la progestérone, 

le retard d’une seule des deux voies entraîne le retard de l’autre voie. En effet, l’accélération 

ou le retard de la synthèse de p39Mos accélère ou retarde, respectivement, l’activation du 

MPF induite par stimulation hormonale. En retour, l’accumulation de p39Mos est régulée par 

un mécanisme dépendant du MPF (Castro et coll., 2001 ; Frank-Vaillant et coll., 2001). 

En présence du NH4Cl 10 mM, de nombreux processus sont retardés à l’exception de 

la boucle d’auto-amplification du MPF (Tableau 12). Les événements en aval de la voie 

Xp42Mpk1, responsables de l’entrée en phase M, sont extrêmement sensibles à une diminution 



 
Tableau 12 : Effets des variations de pHi sur les différents mécanismes associés à la reprise 
méiotique de l’ovocyte de Xénope 
 

événement induit 
par 

effets du 
NH4Cl 1 mM 

effets du 
NH4Cl 1 mM 

effets du 
Tris pH 9 

effets de la 
cycloheximide 

Pg retard retard accélération inhibition 

cyto pas d’effet retard pas d’effet retard 

 
 

GVBD 

MAPK retard inhibition pas d’effet inhibition 

événements précoces 
entraînant les 

activations du MPF et 
de p39Mos-Xp41Mpk1 

 
Pg 

 
retard 

 
retard 

 
accélération 

 
N.D. 

boucle d’auto-
amplification du MPF 

cyto pas d’effet pas d’effet pas d’effet N.D. 

synthèse de p39Mos cyto pas d’effet retard N.D. N.D. 

synthèse de Aurora 
A/Eg2 

Pg pas d’effet pas d’effet N.D. N.D. 

dégradation de la CPEB cyto pas d’effet retard N.D. N.D. 

 
Pg : progestérone 
cyto : micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures 
MAPK : micro-injection de MAPK constitutivement active 
N.D. : non déterminé 
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de pHi. La GVBD induite par la micro-injection de MAPK constitutivement active est 

fortement retardée en présence de NH4Cl 1 mM, et totalement inhibée en présence de NH4Cl 

10 mM.  

Il est intéressant de noter que seuls les événements précoces de la maturation sont 

accélérés par l’alcalinisation intracellulaire. Ces mécanismes entraînant les activations du MPF 

et de la voie p39Mos-Xp42Mpk1, encore mal identifiés, pourraient être facilités par une 

alcalinisation intracellulaire. Il serait notamment intéressant d’analyser l’activité enzymatique 

en fonction du pH de certaines protéines, comme la PKA ou la PKC, situées en amont de 

l’activation du MPF et de la voie p39Mos-Xp42Mpk1, puisque les variations de pHi ont un rôle 

déterminant dans le déroulement des événements précoces. 

  

Le cytoplasme d’ovocytes matures contient du MPF actif capable de déclencher 

l’activation du pré-MPF inactif lorsqu’il est injecté dans un ovocyte receveur immature (Masui 

et Markert, 1971 ; Gautier et Maller, 1991). L’activation du pré-MPF, via la boucle 

d’auto-amplification, nécessite l’activation de Cdc25 et de la Plk1 mais est indépendante de la 

synthèse protéique (Wasserman et Masui, 1975a ; Hoffmann et coll., 1993 ; Rime et coll., 

1994 ; Strausfeld et coll., 1994 ; Karaiskou et coll., 2004). Cependant, la GVBD déclenchée 

par micro-injection de cytoplasme d’ovocytes matures est fortement retardée lorsque la 

synthèse protéique est inhibée (Wasserman et Masui, 1975a, observations personnelles). 

Comme pour la maturation induite par la progestérone, nous avons observé que l’inhibition 

de la synthèse de p39Mos provoque un retard de la GVBD induite par la micro-injection de 

cytoplasme d’ovocytes matures bien que l’activation de la boucle d’auto-amplication du MPF 

ne soit pas affectée. Ce retard de GVBD est proche de celui induit par la cycloheximide, 

p39Mos serait la protéine néo-synthétisée nécessaire pour que la GVBD se produise 

rapidement. L’incubation en présence d’U0126, responsable de l’inhibition de la voie 

Mek-Xp42Mpk1-p90Rsk, n’affecte pas la GVBD induite par la micro-injection de cytoplasme. 

Ainsi, la protéine p39Mos est impliquée directement dans la cinétique de la GVBD 

indépendamment de son rôle de MAPKK kinase dans la cascade de phosphorylation de Mek-

Xp42Mpk1-p90Rsk. Elle n’intervient pas dans la dynamique d’activation de la boucle d’auto-

amplification du MPF.  

Ces conditions nous ont permis de tester directement l’effet des variations de pHi sur 

l’activation de la boucle d’auto-amplification du MPF déclenchée par la micro-injection de 

cytoplasme, puisque nos résultats montrent qu’elle est dynamiquement indépendante de la 

voie p39Mos-Xp42Mpk1. L’activation de la boucle est un mécanisme insensible aux variations de 

pHi (alcalinisation et acidification intracellulaires). Karaiskou et coll. (1999) ont suggéré que 
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l’activation du MPF se fait en deux étapes. Durant la première phase, Cdc25 acquiert un 

niveau d’activité basale aboutissant à une activation linéaire de Cdk1. La seconde phase est 

marquée par la mise en place de la boucle d’auto-amplification du MPF et la phosphorylation 

complète de Cdc25. Ainsi, nos résultats suggèrent que seule la phase initiale d’activation du 

MPF serait sensible à une variation de pHi. La deuxième phase d’activation, c’est à dire la 

boucle d’auto-amplification, n’est pas sensible aux variations de pHi. 

 

La GVBD et l’activation du MPF induites par la micro-injection de MAPK 

constitutivement active ne sont pas accélérées par l’alcalinisation intracellulaire alors qu’elles 

sont fortement retardées, voire inhibées, par la diminution de pHi. La GVBD induite par la 

micro-injection de MAPK constitutivement active pourrait être inhibée à deux niveaux. (1) 

Cette inhibition pourrait résulter de l’influence du pHi sur l’activité de la MAPK. Effectivement, 

l’activation des MAPK-Erk2 requiert leur phosphorylation sur les résidus thréonine 183 et 

tyrosine 185 qui se trouvent au niveau du segment d’activation de la kinase. In vitro, à faible 

pH (5.5-6), la protonation du résidu tyrosine 185 est fortement augmentée, ce qui empêche 

l’activation de l’enzyme. De plus, sa capacité à phosphoryler un substrat exogène est 

fortement diminuée à faible pH, ce qui est principalement dûe à une diminution de ses 

capacités d’interactions avec ses substrats (Tokmakov et coll., 2000). (2) Le retard, voire 

l’inhibition de la GVBD, par la micro-injection de MAPK constitutivement active pourrait 

également résulter d’un effet inhibiteur de l’acidification sur la synthèse d’une protéine 

(encore à caractériser) qui pourrait être nécessaire pour la GVBD. Effectivement, en accord 

avec les résultats de Haccard et coll. (1995), nous avons observé que la synthèse protéique 

est nécessaire pour la GVBD induite par la micro-injection de MAPK constitutivement active. 

Il serait notamment intéressant de déterminer si p39Mo est la protéine requise pour la GVBD 

induite par la micro-injection de MAPK constitutivement active est s. Ainsi, les MAPK ne 

seraient capables d’induire la GVBD que via la stimulation en amont de p39Mos et pourraient 

ainsi mettre en place la boucle de rétrocontrôle Xp42Mpk2-p39Mos.  

 

I.3- Effets des variations du pHi sur la synthèse et la 

dégradation des protéines 

 

Dans les années 1980, de nombreuses études ont relié l’augmentation de pHi à 

l’augmentation de la synthèse protéique. Cependant, le lien entre ces deux événements 

diffère selon les espèces. Chez l’Oursin, pHi et synthèse protéique sont clairement liés 
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(Brandis et Raff, 1979 ; Grainger et coll., 1979 ; Winkler, 1982). Dans des systèmes de 

traduction in vitro d’œuf d’Oursin, la formation du complexe de pré-initiation, contenant la 

sous unité 40S et l’ARNt méthionyl, est plus importante à pH 7.4 qu’à pH 6.9 (Winkler et 

coll., 1985). Dans l’ovocyte de Xénope, l’augmentation du pHi débute avant l’augmentation 

de la synthèse protéique (Houle et Wasserman, 1983) mais elle ne semble pas être 

impliquée dans l’augmentation de la synthèse protéique (Houle et Wasserman, 1983 ; Stith 

et Maller, 1984 ; Taylor et coll., 1985). En reconsidérant certains travaux réalisés avec les 

bases faibles, on constate qu’une acidification augmente même la synthèse protéique globale 

(Houle et Wasserman, 1983). Toutefois, le patron des protéines synthétisées avant la GVBD 

est différent (Schorderet-Slatkine et Beaulieu, 1977). Certaines protéines nouvellement 

synthétisées durant la maturation pourraient être sous un contrôle dépendant du pH alors 

que les variations du pHi n’affecteraient pas la synthèse protéique globale. En effet, nous 

avons observé que l’accumulation de p39Mos est retardée par l’acidification alors que celle de 

Aurora A/Eg2 n’est pas affectée. Comme p39Mos, l’accumulation de Aurora A/Eg2 dépend de 

sa synthèse et de sa dégradation mais, à la différence de p39Mos, la synthèse de Aurora 

A/Eg2 ne nécessite pas la polyadénylation de son ARNm (Frank-Vaillant et coll., 2000). 

L’acidification intracellulaire pourrait affecter la synthèse protéique de manière qualitative et 

non quantitative via un effet sur le processus de polyadénylation cytoplasmique. L'étude des 

variations de pHi sur le processus de polyadénylation, in vitro, par retard sur gel, permettrait 

de déterminer si ce mécanisme est affecté par les changements de pH. 

 

En présence de NH4Cl 10 mM, le retard de GVBD50 est beaucoup plus important 

(GVBD50= 1.76 GVBD50 des ovocytes contrôles). Nos résultats ont montré, d’une part, que 

l’absence de synthèse de p39Mos provoque un retard de la GVBD et d’autre part, que 

l’acidification intracellulaire retarde l’accumulation de p39Mos. Ainsi, une partie du retard 

provoqué par le NH4Cl 10 mM pourrait se faire via un effet sur l’accumulation de p39Mos. La 

micro-injection d’une protéine p39Mos murine permettrait de confirmer ou d’infirmer cette 

hypothèse. Cependant d’autres facteurs que la synthèse protéique peuvent être touchés par 

l’acidification intracellulaire puisque le retard est beaucoup plus important en présence de 

NH4Cl que de cycloheximide (GVBD50= 1.42 GVBD50 des ovocytes contrôles). La diminution 

du pHi peut modifier l’état d’ionisation de certaines protéines et ainsi leurs caractères 

physiques. Les protéines présentant des régions chargées négativement peuvent être 

davantage protonées lorsque le pHi diminue, ce qui peut modifier leurs interactions 

électrostatiques avec d’autres protéines. Les activités de différentes enzymes peuvent 

également être directement affectées par la diminution du pHi. L’activité de certaines kinases 
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pourrait être sensible à une acidification intracellulaire qui pourrait se traduire par un retard 

de la reprise méiotique, ceci d’autant plus que l’augmentation de la synthèse protéique est 

accompagnée d’une augmentation du taux de phosphorylation qui approximativement triple 

durant la maturation (Maller et coll., 1977 ; Wu et Gerhart, 1980). En présence simultanée 

de NH4Cl et de cycloheximide, le retard est encore plus important (GVBD50= 2.22 GVBD50 des 

ovocytes contrôles). Ces deux substances agissent donc en synergie. En présence de NH4Cl, 

la synthèse de certaine(s) protéine(s) serait seulement retardée alors qu’en présence de 

cycloheximide, elle serait totalement inhibée, ce qui pourrait expliquer l’effet synergique de 

la cycloheximide et du NH4Cl sur la reprise méiotique.  

 

Nous avons également analysé la dégradation de la CPEB qui est consécutive à la 

phosphorylation de la CPEB par le MPF (Mendez et coll., 2002 ; Thom et coll., 2003). La 

dégradation de la CPEB est toujours concomitante avec l’activation du MPF en présence de 1 

mM de NH4Cl suggérant que la phosphorylation de la CPEB et sa dégradation subséquente 

ne sont pas retardées ou inhibées par les variations de pHi induites par 1 mM de NH4Cl.  Par 

contre, la dégradation de la CPEB est retardée par rapport à l’activation du MPF en présence 

de NH4Cl 10 mM. La diminution du pHi pourrait affecter l’activité du protéasome. Toutefois, 

un retard de la dégradation de la CPEB n’aurait pas d’effet sur la reprise méiotique puisque 

la micro-injection d’une CPEB mutante non phosphorylable par Cdk1 et non dégradable par 

le protéasome n’affecte pas la formation de la tache de maturation, la GVBD, l’activation 

initiale du MPF et la synthèse de p39Mos. Par contre, la progression en deuxième division de 

méiose, la synthèse de cycline B1 ainsi que la réactivation du MPF sont inhibées si la 

dégradation de la CPEB est empêchée (Mendez et coll., 2002).  

 

Plusieurs études montrent que l’homéostasie protonique et calcique pourraient être 

liées. Dans de nombreux systèmes cellulaires, les variations de pHi sont associées à des 

changements du niveau de calcium. L’acidification du cytosol induit une augmentation de la 

concentration calcique intracellulaire dans les neutrophiles (Naccache et coll., 1988) et dans 

les cellules musculaires cardiaques (Kim et Smith, 1988) alors que dans les cellules 

musculaires lisses en culture (Siskind et coll., 1989), dans les cellules endothéliales des 

capillaires (Danthuluri et coll., 1990) et les cellules de carcinomes de colon HT29 (Benning et 

coll., 1996), l’alcalinisation intracellulaire induit une augmentation de la concentration 

calcique intracellulaire. Dans les ovocytes d’Oursin, l’augmentation du pHi est associée à une 

augmentation de la concentration calcique intracellulaire (Dubé et Epel, 1986). Les 

oscillations calciques pourraient être régulées par le réticulum endoplasmique en fonction 
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des oscillations de pHi. Le passage d’un pHi basique à acide pourrait entraîner la libération 

de calcium à travers des canaux sensibles au pH présents au niveau des vésicules du 

réticulum endoplasmique (Grandin et Charbonneau, 1991).  

Après avoir étudié les relations entre le pHi et les deux voies de signalisation 

principales qui mènent à la transition G2/M de l’ovocyte, nous avons entrepris l’étude des 

relations entre l’homéostasie protonique et calcique. 
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Partie II- Liens entre les voies de signalisation 

protonique et calcique 

 

II.1- Effets du NH4Cl sur les courants ICl-80, ICl et Iin 

 

Dans la plupart des cellules, les bases faibles tels que le chlorure d’ammonium, la 

triméthylamine, la procaine sont généralement utilisées afin de provoquer une alcalinisation 

intracellulaire. Les bases faibles induisent une alcalinisation intracellulaire après passage au 

travers de la membrane de leur forme déprotonée. Dans les œufs d’Oursin (Lopo et 

Vacquier, 1977 ; Shen et Steinhardt, 1978) ou dans les ovocytes de Patelle (Guerrier et coll., 

1986 ; Vilain et coll., 1993), le NH4Cl et la procaine sont responsables d’une augmentation du 

pHi. A contrario, l’application de NH4Cl sur les ovocytes de Xénope provoque une acidification 

intracellulaire lente et réversible associée à une large dépolarisation membranaire. La 

triméthylamine (Burckhardt et Thelen, 1995) ou la procaine (Rodeau et coll., 1998) 

déclenche également une acidification intracellulaire et une dépolarisation membranaire. 

D’une manière générale, les amines primaires, secondaires et tertiaires sont responsables 

d’une acidification intracellulaire dans l’ovocyte de Xénope proportionnelle à leur pKa 

(Burckhardt et Thelen, 1995). 

Les canaux chlores dépendant du calcium sont utilisés comme des indicateurs de 

l’augmentation de la concentration calcique intracellulaire dans l’ovocyte de Xénope (Dascal, 

1987). Lorsque la signalisation calcique est activée dans des ovocytes clampés à –80 mV, le 

courant enregistré correspond à un courant chlore entrant dépendant du calcium (ICl(Ca), 

Barish, 1983 ; Boton et coll.,1989 ; Reifarth et coll., 1997). Nos résultats montrent que 

l’application de NH4Cl sur des ovocytes clampés à –80 mV déclenche un courant entrant dont 

l’intensité est proportionnelle à la concentration de NH4Cl. Ce courant entrant peut avoir 

deux composantes : un courant transitoire, qui ne s’observe que dans certains lots 

d’ovocytes, et un courant soutenu toujours présent. L’intensité du courant soutenu est 

d’autant plus forte que la fréquence d’observation du courant transitoire est grande. A ces 

deux courants peuvent se superposer des oscillations caractéristiques d’oscillations calciques 

qui interviennent le plus souvent lorsque l’intensité du courant entrant soutenu est forte.  

La valeur du potentiel de réversion (Erev = 6 mV) du courant soutenu après 

application de NH4Cl est plus élevée que la valeur du potentiel de réversion du chlore 

(compris selon les auteurs entre –14 et –28 mV, Weber, 1999). L’application de NH4Cl en 

présence de DIDS, inhibiteur des courants chlores, diminue fortement l’amplitude du courant 
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entrant suggérant que la composante majeure de ce courant est une sortie de chlore. 

Corrélativement, le NH4Cl induit une augmentation du courant entrant en absence de chlore. 

Ces résultats n’excluent pas que d’autres ions puissent contribuer à ce courant, ainsi nous 

avons choisi d’appeler ce courant I-80
 et non (ICl(Ca)).  

L’amplitude des courants entrants mesurée à –80  mV, en présence de NH4Cl, varie 

fortement d’un ovocyte à l’autre. La variabilité est beaucoup plus faible pour des ovocytes 

issus d’une même femelle. Cette variabilité a déjà été décrite par Woodward et Miledi 

(1992), et par Burckhardt et Burckhardt (1997) après l’addition de NH4Cl. Des variations 

dans la quantité de canaux et / ou dans la quantité de messagers intracellulaires régulant les 

propriétés membranaires sont évoquées. 

L’utilisation du protocole de voltage clamp développé par Parekh (1995) et Kuruma et 

Hartzell (2000) permet de distinguer l’activation des courants chlores en fonction de l’origine 

du calcium. ICl1-S est activé par la libération de calcium à partir des stocks intracellulaires. 

ICl2 et ICl1-T sont activés par l’influx de calcium du milieu extracellulaire. Nos résultats ont 

montré que l’application de NH4Cl 1 ou 10 mM induit une augmentation de l’amplitude des 

courants ICl1-S et ICl2 traduisant une augmentation de la concentration calcique. Les 

résultats obtenus avec ICl1-T sont difficilement interprétables du fait d’une très forte 

variabilité de ce courant d’une cellule à l’autre. Lors de l’application de NH4Cl, dans certains 

ovocytes, la valeur de ce courant augmente alors que dans d’autres ovocytes, elle diminue. 

Le NH4Cl 1 et 10 mM induit également une augmentation de Iin et Iout. L’augmentation de 

l’amplitude des courants entrant ICl et Iin provoquée par l’application de NH4Cl est 

supprimée par l’incubation en présence de tampon calcique (BAPTA-AM) ou par la 

micro-injection de BAPTA, confirmant ainsi que le NH4Cl déclenche bien une augmentation 

de la concentration calcique intracellulaire. Il serait notamment intéressant d’étudier 

l’activation des courants  I-80, ICl et Iin lorsque le pHi de l’ovocyte est tamponné (par micro-

injection de tampon MOPS) avant d’appliquer le NH4Cl. Ceci permettrait de distinguer la 

contribution éventuelle de l’acidification du pHi dans l’activation de ces courants. 

 

Lorsque les ovocytes sont incubés pendant de longues périodes (supérieures à 

10-heures), le NH4Cl 1 mM provoque toujours une augmentation de l’amplitude des courants  

I80, ICl et Iin alors qu’en présence de NH4Cl 10 mM, l’amplitude de ces courants est plus 

faible qu’initialement, suggérant que l’ovocyte est capable de mettre en place des 

mécanismes qui lui permettent de lutter contre l’entrée de NH4Cl ou que la présence de 

NH4Cl à forte concentration entraîne des modifications des systèmes de régulation ionique de 

la cellule.  
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II.2- Origine du calcium impliqué dans l’augmentation de la 

concentration calcique induite par le NH4Cl 

 

Généralement, la transduction du signal extracellulaire stimule la voie des 

phosphoinositides qui entraîne l’activation de deux voies différentes : l’une responsable de 

l’augmentation de la concentration calcique après synthèse d’IP3, l’autre responsable de 

l’augmentation du pHi via la production de DAG et l’activation de la PKC (Houslay, 1987). Les 

variations de pHi peuvent résulter de la mobilisation de différentes sources de calcium 

(libération de calcium à partir des stocks intracellulaires ou influx du milieu extracellulaire). 

Dans les cellules musculaires lisses aortiques de Rat, l’alcalinisation intracellulaire provoque 

une augmentation de la concentration calcique intracellulaire par un influx de calcium à 

travers des canaux calciques membranaires non dépendant du voltage, similaires à ceux 

activés lors de l’entrée capacitive de calcium. L’augmentation de la concentration calcique 

déclenchée par le NH4Cl est complètement inhibée par le retrait de calcium dans le milieu 

extracellulaire ou par l’addition du nickel, suggérant que la libération à partir des stocks 

intracellulaires est négligeable (Eto et coll., 2003). Différentes études ont montré que les 

récepteurs à l’IP3 sont également sensibles aux variations de pHi : la liaison de l’IP3 à son 

récepteur augmenterait avec l’augmentation du pHi (Worley et coll., 1987 ; Guillemette et 

Segui, 1988 ). Un autre processus a été mis en cause dans des cellules de Rat (cellules du 

canal collecteur de la zone médullaire rénale) où l’acidification est responsable d’une 

augmentation de la concentration calcique en favorisant la synthèse d’IP3 d’où la libération 

des stocks calciques intracellulaires (Slotki et coll., 1993). Ainsi, les variations de pHi peuvent 

conduire à une augmentation de la concentration calcique intracellulaire soit en provoquant 

un influx de calcium depuis le milieu extracellulaire soit en déclenchant une libération de 

calcium depuis les stocks intracellulaires. Nous avons étudié par quelle voie le NH4Cl 

déclenche une augmentation de la concentration calcique dans les ovocytes de Xénope. Le 

NH4Cl provoque une augmentation des courants ICl1-S, ICl2 et ICl1-T suggérant la libération 

de calcium à partir des stocks intracellulaires et l’activation d’un influx de calcium du milieu 

extracellulaire. L’incubation des ovocytes en présence de caféine et la micro-injection 

d’héparine suppriment l’activation des trois courants ICl1-S, ICl2 et ICl1-T par le NH4Cl. La 

caféine est un inhibiteur de l’ouverture des récepteurs à l’IP3 (Wakui et coll., 1990) et 

l’héparine est connue pour être un antagoniste de ces mêmes récepteurs (Callamaras et 

Parker, 1994 ; Yao et Parker, 1994). Le NH4Cl mobiliserait donc les stocks calciques 
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intracellulaires. L’inhibition de cette mobilisation a un effet en retour : les stocks 

intracellulaires n’étant pas mobilisés, les canaux SOCs ne sont pas activés. L’utilisation du 

lanthane, un inhibiteur des canaux calciques présents au niveau de la membrane plasmique, 

supprime l’activation de ICl1-T et de ICl2 par le NH4Cl. L’incubation des ovocytes en absence 

de calcium extracellulaire réduit les intensités des courants I-80, ICl, Iin. Cependant, 

l’utilisation d’un milieu extracellulaire sans calcium peut poser problème puisque l’ovocyte 

présente des canaux chlores inactivés par le calcium (ICICC) qui sont activés par le retrait de 

calcium extracellulaire (Weber et coll., 1995). Ces résultats suggèrent que le mécanisme 

principal par lequel le NH4Cl induit une augmentation de la concentration calcique 

intracellulaire implique une libération de calcium à partir des stocks intracellulaires qui est 

suivie par l’activation des SOCs. 

Les augmentations de l’amplitude du courant ICl1-S induites par le NH4Cl 1 et 10 mM 

sont similaires alors que l’augmentation de l’amplitude des courants ICl-1T, ICl2, Iin et Iout 

est beaucoup plus forte en présence de NH4Cl 10 mM. Cette différence d’effet entre le NH4Cl 

1 et 10 mM sur l’amplitude des courants est très prononcée pour le courant ICl2. Ainsi, les 

canaux impliqués dans l’entrée capacitive de calcium pourraient être également sensibles 

aux variations de pHi.  

 

II.3- Effets des variations de pHe sur les courants ICl-80, ICl et 

Iin 

 

Nous avons également abordé l’interconnexion entre les variations de pHi et de 

calcium intracellulaire en modifiant le pHe. Les variations de pHe conduisent à des variations 

de pHi. Les ions hydrogènes sont perméants à la pompe Na+/K (Burckhardt et coll., 1992b) 

et à la pompe Na+/K+ ATPase (Vasilyev et coll., 2004). Ainsi, le passage du ND pH 7.4 au ND 

pH 5.5 se traduit par une acidification de pHi. Nos résultats montrent que l’application de ND 

pH 5.5 induit une augmentation de l’amplitude des courants ICl et Iin. Ces résultats sont en 

accord avec ceux de Woodward et Miledi (1992) qui ont démontré qu’une acidification de 

pHe induit un courant chlore dépendant du calcium. Nous avons constaté que l’application 

du ND pH 9 sur les ovocytes provoque également une augmentation des intensités de 

ICL1-S, ICl-1T, ICl2 et Iin. Nos résultats suggèrent qu’une acidification mais aussi une 

alcalinisation de pHe induit des variations de la concentration calcique intracellulaire.  

Il serait intéressant de déterminer par quelle voie les variations de pHe induisent une 

augmentation de la concentration calcique. 
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II.4- Modifications de l’homéostasie calcique et de la 

perméabilité au NH4Cl pendant la reprise méiotique 

 

Durant la maturation, de nombreuses modifications ioniques se produisent, elles 

préparent notamment l’ovocyte à son changement de milieu lors de la ponte (passage du 

liquide physiologique à l’eau douce) et favorisent l’activation de l’ovocyte mature lors de la 

fécondation. La maturation est accompagnée d’une modification des conductances chlores 

dépendantes du calcium. Durant les 5 à 8 heures qui suivent la stimulation par la 

progestérone, l’intensité du courant chlore sortant transitoire mesurée entre –20 et +20 mV 

augmente puis diminue progressivement avant la GVBD et disparaît totalement pour 

réapparaître au moment de la fécondation (Vilain et coll., 1989). En outre, les conductances 

membranaires ne sont pas les seules affectées durant la maturation : l’entrée de calcium via 

les canaux SOCs est découplée de la vidange des stocks intracellulaires au moment de la 

GVBD (Machaca et Haun, 2000 ; Machaca et Haun, 2002). L’activation du MPF inhibe le 

couplage entre la déplétion des stocks calciques intracellulaires et l’activation des SOCs 

(Machaca et Haun, 2002). 

Les courants ICl et Iin enregistrés dans les ovocytes contrôles matures sont 

nettement plus faibles que dans les ovocytes immatures. L’application de NH4Cl sur des 

ovocytes matures provoque une diminution des courants ICl et Iin alors que sur des ovocytes 

immatures, le NH4Cl induit une augmentation de l’intensité de ces courants. Bien que le 

courant ICl(Ca) soit toujours présent dans les ovocytes matures puisqu’il est activé par 

l’ionophore A23187, l’application de NH4Cl ne déclenche pas son activation. Deux hypothèses 

sont envisageables. (1) Durant la maturation, la membrane de l’ovocyte subit de nombreuses 

modifications et la perméabilité au NH3/NH4
+ pourrait être différente, la membrane pourrait 

devenir davantage perméable au NH3, ce qui serait responsable d’un effet différent sur 

l’activation des canaux chlores dépendant du calcium. Ainsi, si la membrane est davantage 

perméable au NH3 qu’au NH4
+ dans les ovocytes matures, le  NH4Cl induirait une 

alcalinisation intracellulaire qui pourrait être responsable de la diminution des courants ICl et 

Iin dans les ovocytes matures. (2) La régulation et la sensibilité de nombreux canaux sont 

modifiées durant la reprise méiotique, ce qui pourrait expliquer une réponse différente lors 

de l’application de NH4Cl selon que les ovocytes soient matures ou non. Cependant, il serait 

nécessaire de confirmer cette hypothèse par une mesure directe du pHi. Dans notre modèle, 

il est étonnant d’observer qu’une possible alcalinisation intracellulaire, induite par le NH4Cl 
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sur des ovocytes matures, conduit à une diminution de l’intensité des courants ICl et Iin. Ce 

résultat est différent de celui obtenu sur des ovocytes immatures, où une application de ND 

pH 9 induit une augmentation des courants ICl et Iin. Ces observations pourraient résulter 

de différences entre l’effet d’une baisse de pHe (d’où une baisse indirecte de pHi) et l’effet 

d’une baisse directe de pHi. Une telle différence a déjà été constatée par Kuruma et 

coll. (2000) qui ont montré que l’activation du courant Iin varie selon que l’acidification soit 

faite par incubation dans une solution acide ou par micro-injection de HCl.  
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Partie III : pHi, calcium et transition G2/M  

 

Le calcium est intimement lié au contrôle de la division cellulaire. Dans les embryons 

d’Oursin, les oscillations de la concentration calcique intracellulaire ont été mesurées en 

association avec des événements de la mitose, telles que la transition métaphase-anaphase 

et la rupture de l’enveloppe nucléaire (Poenie et coll., 1985 ; Steinhardt et Alderton, 1988). 

De plus, une augmentation artificielle de la concentration calcique intracellulaire est 

responsable d’une condensation prématurée de la chromatine et de la rupture de l’enveloppe 

nucléaire dans les embryons d’Oursin (Twigg et coll., 1988). Dans les embryons de Xénope, 

la micro-injection d’EGTA-Ca dans des blastomères ralentit et même inhibe le clivage en 

tamponnant les variations de la concentration calcique intracellulaire suggérant que les 

oscillations calciques jouent un rôle régulateur dans la division (Baker et Warner, 1972). 

L’influence des variations calciques sur la reprise méiotique chez le Xénope est à 

l’origine de nombreuses études dont les résultats divergent. En accord avec les résultats de 

Duesbery et Masui (1996), nous avons observé que l’incubation en présence de BAPTA-AM  

retarde la reprise méiotique. Plusieurs groupes ont montré que l’inhibition de la libération de 

calcium des stocks intracellulaires empêche la reprise méiotique des ovocytes de Xénope 

(Han et Lee, 1995 ; Kobrinsky et Kirchberger, 2001). Ainsi, l’augmentation de la 

concentration calcique intracellulaire chez le Xénope serait nécessaire pour la GVBD.  

D’autres auteurs proposent que la mise en place de gradients calciques soit plus 

importante que la valeur absolue de la concentration calcique intracellulaire. Lorsque les 

ovocytes sont stimulés par la progestérone, l’augmentation de la concentration calcique 

intracellulaire pourrait être locale, notamment à proximité des récepteurs à IP3, et l’injection 

de chélateur de calcium pourrait perturber la mise en place de ces gradients (Duesbery et 

Masui, 1996).  

 En accord avec les résultats récents de Sun et Machaca (2004), nous avons observé 

que la GBVD est accélérée lorsque le milieu d’incubation est dépourvu de calcium. Ce résultat 

est en contradiction avec les résultats de quelques auteurs qui ont observé un retard de la 

maturation lorsque les ovocytes sont incubés dans un milieu déplété en calcium (milieu 

0-mM calcium en présence d’EGTA, Gelerstein et coll., 1988 ; Han et coll., 1995). Nous ne 

pouvons pas exclure que, dans nos conditions, une faible quantité de calcium soit présente 

dans le milieu (de l’ordre de la dizaine de nM) puisque nous n’avons utilisé ni EGTA, ni 

BAPTA. Dans ces conditions, la présence de calcium au niveau de la membrane (bien qu’en 

quantité beaucoup plus faible que celle se produisant en présence d’un milieu extracellulaire 
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contenant du calcium) pourrait suffire à l’augmentation de la concentration calcique 

intracellulaire suite à la stimulation de la maturation. 

  Lorsque les ovocytes sont incubés dans un milieu déplété en calcium ou en présence 

de BAPTA-AM, le NH4Cl 1 mM retarde toujours la GVBD, mais le retard est moins important 

que celui des ovocytes contrôles traités seulement avec le NH4Cl 1 mM. Ainsi, l’augmentation 

de calcium induite par l’application de NH4Cl serait impliquée dans le retard de la reprise 

méiotique. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Sun et Machaca (2004) qui 

montrent que de fortes concentrations calciques intracellulaires retardent l’entrée en phase 

M en agissant entre la PKA et p39Mos et pourraient notamment inhiber la traduction des 

ARNm (Sun et Machaca, 2004). Dans le cadre de nos travaux, nous avons seulement étudié 

les effets de la chélation calcique, en présence de NH4Cl, sur l’apparition des taches de 

maturation. Il serait notamment très intéressant d’analyser l’accumulation de p39Mos ainsi 

que l’état d’activation de la voie p39Mos-Xp42Mpk1 après chélation du calcium, en présence de 

NH4Cl, afin de déterminer si l’effet du NH4Cl sur l’accumulation de p39Mos est uniquement dû 

à l’augmentation du calcium ou s’il est associé à un effet pH. 

En présence de NH4Cl 10 mM, l’incubation dans un milieu déplété en calcium ou en 

présence de BAPTA-AM inhibe totalement la reprise méiotique alors pour les ovocytes 

contrôles traités avec le NH4Cl 10 mM, la maturation est fortement retardée mais pas 

inhibée. En présence de NH4Cl 10 mM, dans un milieu déplété en calcium ou en présence de 

BAPTA-AM, les modifications ioniques induites sont probablement trop importantes pour que 

l’ovocyte puisse entrer en phase M. Ainsi, la diminution de l’augmentation de la 

concentration calcique (par le BAPTA-AM ou un milieu extracellulaire déplété en calcium) ne 

permet pas de diminuer le retard de GVBD induit par le NH4Cl 10 mM mais au contraire 

inhibe totalement la GVBD. Ainsi, les mécanismes impliqués dans la reprise méiotique 

sensibles aux variabilités de pHi et/ou de calcium pourraient présenter des seuils différents 

de sensibilité. Nous pouvons également supposer que certains processus sont seulement 

affectés par l’augmentation de calcium subséquente à l’acidification alors que d’autres 

événements seront affectés seulement par les variations de pHi. 

Le BAPTA-AM potentialise l’effet inhibiteur du taxol (agent qui prévient la 

dépolymérisation des microtubules) sur la GVBD (Duesbery et Masui, 1996). De la même 

manière, une diminution du pHi prévient la migration de la vésicule germinative au pôle 

animal lorsque les ovocytes sont stimulés par la progestérone (Flament et coll., 1996), 

suggérant un effet du pHi sur les modifications du réseau de microtubules lors de la reprise 

méiotique. Ainsi, l’absence de calcium associée à une diminution du pHi pourrait perturber, 

en synergie, la mise en place du réseau de microtubule et avoir des répercutions sur la 
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progression dans le cycle cellulaire. En effet, la polymérisation des microtubules favorise 

l’activité de facteurs comme la PKA qui inhibe la reprise méiotique puisque celle-ci peut 

s’associer aux microtubules via la protéine associée aux microtubules 2 (Leiser et coll., 1986) 

ou des protéines d’ancrage de la kinase A (Hirsch et coll., 1992). Par ailleurs, des extraits 

méiotiques, des protéines associées à la synthèse protéique comme les facteurs EF-1 et 

plusieurs amino-ARNt synthétases se trouvent également localisés au niveau des 

microtubules (Liska et coll., 2004). L’ARNm de la cycline B1 est associée au fuseau méiotique 

et la traduction de la cycline B1 serait localisée à proximité du fuseau (Groisman et 2000). 
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Conclusion générale 

 

Nous avons d’abord mis en évidence que des modifications de pHi, alcalinisation ou 

acidification intracellulaire accélèrent ou retardent les activations précoces du MPF et de la 

voie Xp42Mpk1 responsables de la transition G2/M des ovocytes de Xénope. Alors que la 

boucle d’auto-amplification du MPF n’est pas sensible aux variations de pHi, l’activation de la 

voie p39Mos-Xp42Mpk1 ainsi que l’entrée en phase M induite par Xp42Mpk1 apparaissent comme 

des mécanismes fortement affectés par la diminution de pHi. La diminution de pHi pourrait 

modifier de manière spécifique la synthèse des protéines nécessaires à la polyadénylation de 

leur ARNm. Nous montrons que seuls les événements précoces qui aboutissent à l’activation 

du MPF et de la voie MAPK sont accélérés par une augmentation de pHi.  

 

Nous avons mis en évidence que des variations de pHi interfèrent avec l’homéostasie 

calcique des ovocytes de Xénope. L’application de NH4Cl sur les ovocytes déclenche non 

seulement une acidification intracellulaire mais également une augmentation du calcium 

intracellulaire. Les résultats électrophysiologiques démontrent que cette augmentation 

intracellulaire de calcium résulte d’une libération de calcium à partir des stocks 

intracellulaires suivie d’une entrée de calcium du milieu extracellulaire par activation des 

courants ISOC. La diminution du pHi (de l’ordre de 0.4 unités pH potentialise fortement 

l’entrée de calcium via les canaux ISOC. L’alcalinisation intracellulaire des ovocytes provoque 

également une augmentation du calcium intracellulaire par des voies qui restent à 

démontrer. 

 

Il apparaît désormais nécessaire de discriminer plus précisément la nature des 

mécanismes sensibles au pH et/ou au calcium. Les travaux de Sun et Machaca (2004) 

suggèrent que des concentrations élevées de calcium retardent la synthèse de p39Mos. Ce 

résultat corrobore nos observations faites en présence de  NH4Cl 10 mM. Il serait intéressant 

de déterminer la sensibilité de la machinerie de polyadénylation, processus essentiel pour la 

synthèse de p39Mos, face aux variations de pHi et de calcium.  

De plus, Machaca et Sun (2004) observent que, si la diminution de la concentration 

du calcium accélère la reprise méiotique, elle entraîne des anomalies dans la formation du 

fuseau. Les travaux de Flament et coll. (1996) avaient déjà souligné l’importance d’une 

augmentation du pHi pour la migration de la vésicule germinative ainsi que la formation du 

fuseau de division à la membrane. Dans ces conditions, nous pourrions tester l’hypothèse 
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que l’augmentation de pHi intervienne dans l’élaboration du fuseau de division via une 

augmentation subséquente de calcium.  

Il serait également intéressant de focaliser les recherches sur les protéines de la 

famille Aurora kinases puisqu’elles sont impliquées dans le processus de polyadénlyation 

mais également dans la formation du fuseau. Si la synthèse de Aurora A/Eg2  n’ est pas 

affectée par l’acidification, son activité pourrait être modifiée par des variations de pHi et/ou 

le calcium. En effet, Aurora A/Eg2 peut-être accumulée sous sa forme inactive (Frank-

Vaillant et coll., 2000). 

De plus il serait important de préciser les liens entre l’homéostasie calcique et 

protonique. Nous avons observé qu’une diminution ou une augmentation de pHi entraîne 

une augmentation de calcium. Existe-t-il un dialogue entre l’homéostasie protonique et 

l’homéostasie calcique ? En effet, le NHE présente des sites de régulation par la calmoduline 

(Bertrand et coll., 1994). L’utilisation de sondes sensibles aux ions hydrogènes et au calcium 

permettrait de visualiser les modifications de pH et calcium simultanément. 

 

L’augmentation du pHi est un événement universel en réponse à un stimulus 

mitotique. Notre étude conforte l’idée que les mécanismes de la division cellulaire sont 

associés à des oscillations du pHi et de la concentration calcique intracellulaire. S’il a été 

suggéré par le passé que les modifications de pHi associées à l’entrée en phase M sont des 

événements secondaires, consécutifs à l’activation de différentes kinases, nous montrons 

que des variations de pHi modulent l’entrée en phase M. Ainsi, le pHi constituerait un 

mécanisme à part entière dans la régulation du cycle cellulaire. 
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L’inhibition de la O-N-Acétylglucosaminyltransférase 

empêche la transition G2/M des ovocytes de Xenopus 

laevis. 

 

La O-N-Acetylglucosaminylation (O-GlcNAc, ajout d’un unique résidu de 

N-acétylglucosamine sur les groupements hydroxyles de Sérine ou de Thréonine) est le 

principal type de O-glycosylation observé dans les compartiments cytoplasmiques et 

nucléaires des cellules eucaryotes. Cette modification post-traductionnelle dynamique, qui 

pourrait entrer en compétition avec la phosphorylation sur des sites communs dans un 

processus de type yin-yang, exerce des fonctions cellulaires mal définies. Des travaux 

récents ont suggéré une implication des modifications de type O-GlcNAc dans le contrôle du 

cycle cellulaire.  

En collaboration avec le Dr T. Lefebvre, de l’UMR CNRS 8576, « Glycobiologie 

structurale et fonctionnelle », nous avons pu démontrer que l’activité de type O-GlcNAC 

augmente lors de la reprise méiotique des ovocytes d’Amphibien (Xenopus laevis). Des 

interactions protéine-protéine, soumises à régulation par la O-GlcNAc sont impliquées dans la 

dynamique de rupture de l’enveloppe nucléaire (Lefebvre et coll., 2004).  

L’OGT, O-N-Acétylglucosaminyltransférase, est responsable du transfert de O-GlcNAc. 

Des stratégies d’inhibition de l’OGT par l’alloxane, montrent que la O-GlcNAc est nécessaire 

pour l’activation du MPF et l’activation de la voie MAPK, qu’elles soient induites par 

stimulation hormonale (progestérone), ou par injection de cytoplasme d’ovocytes matures. 

Dans ces conditions, les événements précoces de l’entrée en phase M ne se produisent pas : 

les ovocytes ainsi traités présentent des vésicules germinatives intactes. Une stratégie 

alternative de réduction du taux de O-GlcNAc a été employée en traitant les ovocytes par 

des inhibiteurs de glutamine: fructose-6-phosphate amidotransferase (azasérine and DON). 

Dans ces conditions,  l’entrée en phase M n’est pas affectée. Toutefois, ces inhibiteurs 

s’avèrent inefficaces à modifier le pool d’UDP-GlcNAc présent dans les cellules, révèlant 

l’inadéquation de cette stratégie pour étudier le rôle de la O-glycosylation dans les ovocytes 

de Xénope. 

Les cibles moléculaires de la OGT, impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire, sont 

discutées : il apparaît notamment que le contenu en O-GlcNAc des MAPK est régulé lors de la 
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transition G2/M de la reprise méiotique des ovocytes de Xénope. Un des constituants du 

MPF, la cycline B2, verrait son niveau de O-GlcNAc varier lors de la GVBD. 
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Full-grown Xenopus oocytes 

are arrested at the prophase of the 

first meiotic division in a G2-like 

state. Progesterone triggers meiotic 

resumption also called G2/M 

transition. This event is characterized 

by GVBD (Germinal vesicle 

breakdown) and by a burst in 

phosphorylation level that reflect  M-

phase promoting factor (MPF) and 

MAPK pathways activation. Beside 

phosphorylation and ubiquitin 

pathways, increasing evidences have 

suggested that the cytosolic and 

nuclear-specific O-GlcNAc 

glycosylation also contribute to cell 

cycle regulation. In order to 

investigate the link between O-

GlcNAc and cell cycle, Xenopus 

oocyte, in which most of the M-phase 

regulators have been discovered, was 

used as a cell  model. Use of alloxan, 

an O-GlcNAc transferase inhibitor 

blocked G2/M transition in a 

concentration dependent manner. 

Alloxan prevented GVBD, and both 

MPF and MAPK activations, either 

triggered by progesterone 

stimulation  or by egg cytoplasm 

injection. Addition of detoxifying 

enzymes (SOD and catalase) did not 

rescue meiotic resumption, indicating 

that alloxan effect did not occur 

through reactive oxygen species 

production. Glutamine:fructose-6-

phosphate amidotransferase 

inhibitors (azaserine and DON) were 

also used but failed to prevent GVBD. 
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Such strategy appeared not to be 

relevant because assays of UDP-

GlcNAc in mature and immature 

oocytes revealed a constant pool of 

the nucleotide sugar. Finally, we 

observed that cyclin B2, the 

regulatory subunit of the MPF, and 

the Erk2 MAP-kinase were O-GlcNAc 

modified. Present work underlines a 

crucial role for O-GlcNAc in G2/M 

transition and strongly suggest that 

its function is required for cell cycle 

regulation. 

Initiation of progression through 

the G2/M checkpoint is regulated by the 

mobilization of numerous transduction 

factors, as well by the modulation of their 

respective activities. Progression through 

the cell cycle M-phase is also regulated at 

the metaphase-anaphase transition. 

Studies in amphibian Xenopus laevis 

oocyte have greatly contribute to the 

knowledge of the biochemical activities of 

the key regulatory molecules involved in 

these processes (1). Immature vertebrates 

oocytes, arrested at prophase I of meiosis, 

resume their cell cycle, also called 

maturation, in response to hormonal 

stimulation (2, 3). The meiotic cell cycle is 

characterized by the migration 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), followed by diakinesis and spindle 

morphogenesis. Moving of the GV and 

anchoring of the spindle at the cortex 

create the appearance of a white spot 

(WS) at the oocyte apex.  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 (4). 

Meiosis entry, analogous to G2/M transition, 

or M-phase entry is promoted by a 

cytoplasmic factor called MPF (M-Phase 

Promoting Factor). MPF has been 

demonstrated to be the universal regulator 

of entry into mitosis and meiosis. MPF is 

made up of a catalytic subunit, Cdk1 (also 

called cdc2) and a regulatory subunit, 

Cyclin B. Activation of this Cyclin-Cdk 

complex is controlled by phosphorylation 

and proteolysis (for review see 5, 6). 

Association between regulatory subunit and 

Cdk1 requires phosphorylation of Cdk1 on 

residue Thr161 by Cdk Activating kinase 

(CAK) (7). Then, to be catalytically active, 

Cdk1 is dephosphorylated on Thr14 and 

Tyr15 by Cdc25, a dual specific 

phosphatase (7, 8). Simultaneously to Cdk1 

dephosphorylation, Cyclin B is 

phosphorylated (9). Xenopus immature 

oocytes, which are synchronised at 

diplotene stage of first meiosis, contain 

large amount of inactive MPF, or preMPF 

(5, 6). Inhibition of preMPF is provided by 

Myt1 that phosphorylates Cdk1 on Thr14 

and Tyr15 and then inactivates the 
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complex. PreMPF can be directly activated 

by Cdc25 injection (10) or by an auto-

amplification loop. The auto-amplification 

loop is triggered by MPF contained in 

cytoplasm from eggs or metaphase II 

arrested oocytes (11). This loop does not 

depend upon protein synthesis (12) and 

involves MPF ability to phosphorylate and 

activate Cdc25 (13, 14). 

Simultaneously to MPF activation, Erk-like 

Xp42Mpk1 (Extracellular Regulated Kinase) is 

phosphorylated and activated (15). 

Xp42Mpk1 belongs to the Mitogen Activated 

Protein Kinase (MAPK) pathway that is 

turned on by Mos oncoprotein synthesis in 

response to progesterone stimulation (16). 

Once activated, Xp42Mpk1 phosphorylates 

and activates ribosomal S6 kinase (p90Rsk), 

which negatively regulates Myt1 (17). 

Activation of Mos-Xp42Mpk1 pathway has 

been shown not to be required for MPF 

activation but for timely M-phase entry 

when oocytes are stimulated either by 

progesterone or insulin (18-20). 

Nevertheless, this pathway has been shown 

to be responsible for S-Phase suppression 

between metaphase I and metaphase II, 

for arrest at metaphase II and spindle 

morphogenesis (19, 21-23).  

Mitogenic signals orchestrate a regulatory 

network of proteins mainly through post- 

translational modifications. Though 

phosphorylation is the molecular 

mechanism associated with the regulation 

of cell cycle, it is clearly not the only post-

translational mechanism involved in cell 

cycle progression. Recent observations 

have suggested that the cytosolic and 

nuclear-specific O-linked N-

acetylglucosaminylation (O-GlcNAc) could 

be involved in cell cycle progression (24-

26). O-GlcNAc is a highly dynamic post-

translational modification that may 

counteract phosphorylation at the same 

site or at an adjacent site. Two enzymes 

regulate O-GlcNAc versatility (27): the O-

GlcNAc transferase (OGT) that modifies 

substrates by transfer of the GlcNAc group 

from UDP-GlcNAc, and O-GlcNAcase that 

hydrolyses the GlcNAc residue. O-GlcNAc 

affects numerous families of proteins 

including transcription factors, heat shock 

proteins, metabolic enzymes, kinases and 

phosphatases, structural proteins or 

nuclear pore proteins (For review see 28). 

Despite the existing myriad of O-GlcNAc 

proteins, the exact function(s) played by 

this single modification remain to be 

determined.  

Nevertheless, several studies tend to 

demonstrate that O-GlcNAc is tightly 

linked to cell cycle regulation. First 

published data on this field reported 

changes that were observed in O-GlcNAc 

levels when T-lymphocytes were activated 

with mitogens (29). Using HT29 cells, it 

has been shown that microtubules 

destabilization provoked an increase in O-

GlcNAc on cytokeratins (30). Micro-

injection of galactosyltransferase (an 
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enzyme that caps O-GlcNAc residues) 

inhibited Xenopus oocytes M-phase entry 

and blocked S to M-phase transition (31). 

We previously reported that the G2 to M-

phase transition was accompanied with a 

noticeable increase in O-GlcNAc 

glycosylation (24). Lastly, PUGNAc was 

used to inhibit O-GlcNAcase on cultured-

cells: such treated cells progressed 

through the cell cycle more slowly than 

untreated cells (26). This delay was more 

pronounced during the S-phase 

progression and at the G2/M boundary. By 

contrast, inhibition of glutamine: fructose-

6-phosphate amidotransferase (GFAT) 

with DON (6-diazo-5oxo-norleucine), 

resulting in low O-GlcNAc level, shortened 

S-phase and G2/M progression. In return, 

GFAT inhibition delayed G1 progression in 

comparison with controls or PUGNAc-

treated cells. Taken together, these data 

demonstrate that O-GlcNAc dynamic is a 

key-regulatory post-translational 

modification in cell cycle progression. Main 

regulators of cell cycle may be O-GlcNAc 

modified and glycosylation,  presumably in 

competition with phosphorylation, might 

act as an ON/OFF switch for their 

activities. 

The present study stressed out a role for 

O-GlcNAc glycosylation as a key regulator 

mechanism for progression from G2-arrest 

to M-phase in Xenopus oocyte, through 

the regulation of both MPF and MAPK 

pathways. 

 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

 

Handling of oocytes 

Adults Xenopus females were purchased 

from University of Rennes I, France. After 

anesthetizing females by immersion in 1 

g.L-1 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-NaOH, 

pH 7.5). Fully-grown stage VI oocytes 

were isolated and follicles were partially 

removed by collagenase treatment for 30 

min (1 mg.mL-1 collagenase A, Roche 

Applied Science) followed by manual 

microdissection. Oocytes were stored at 

14°C in ND96 medium until experiments.  

 

Stimulation and analysis of G2/M 

transition (meiotic resumption) in 

Xenopus oocytes. 

Meiotic resumption was induced by 

incubating oocytes in ND96 medium 

containing 10 µM of progesterone (Sigma) 

or by cytoplasm microinjection. Briefly, 

cytoplasm of matured oocytes was 

collected and microinjected in immature 

oocytes (50 nL per oocyte) using a 

positive displacement digital micropipette 

(Nichiryo). GVBD was scored by the 

appearance of a white spot at the animal 

pole of the oocyte and confirmed by 

hemisection of oocyte after heat fixation 
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(100°C, 5 min). Alternatively, oocytes 

were fixed overnight in Smith’s fixative, 

dehydrated and embedded in paraffin for 

cytological studies. Sections (7 µm) were 

stained with nuclear red for the detection 

of nuclei and chromosomes whereas picro-

indigocarmine was used to reveal 

cytoplasmic structures (23). 

 

Oocytes treatments 

All the reagents were purchased from 

Sigma. Before stimulation of meiotic 

resumption, oocytes (15-20 per condition) 

were incubated overnight with 

concentration ranging from 1 to 5 mM 

alloxan, 5 mM uracil, 40-80 U catalase, 

150 U superoxide dismutase (SOD), or 

hydrogen peroxide (concentration ranging 

from 0.1 to 5 mM). For GFAT inhibition 

experiments, 100 µM 6-diazo-5-oxo-

norleucine (DON) or 20 µM azaserine were 

directly injected into oocytes before 

progesterone treatment. 5-10 oocytes 

were taken off at the end of the 

maturation, respecting the ratio of the 

white spot and conserved at -20°C until 

biochemical analysis. 

 

Enrichment of O-GlcNAc-bearing 

proteins with WGA immobilized on 

agarose beads 

For the maturation kinetic, appearance of 

white spots was scored every 2 hours. 

Batches of 20 oocytes were taken off at 

each time point and lysed in 100 µL of 

homogenization buffer (60 mM β-

glycerophosphate, 15 mM 

paranitrophenylphosphate, 25 mM MOPS, 

15 mM EGTA, 15 mM MgCl2, 2 mM DTT, 1 

mM sodium orthovanadate,  1 mM NaF 

and proteases inhibitors, pH 7.2). After 

centrifugation at 20000 g, supernatants 

were collected and diluted with 

phosphate-buffered saline (PBS). Then, 

samples were incubated for 90 min at 4°C 

with 50 µl WGA-agarose beads (Sigma).  

Proteins bound to WGA-beads were 

collected by centrifugation, washed four 

times with PBS, resuspended in 50 µL of 

Laemmli buffer and boiled for 10 min. 

 

SDS-PAGE and Western Blotting 

Proteins (the equivalent of one oocyte was 

loaded per lane) were run on a 10% SDS-

PAGE for O-GlcNAc, phospho-p42/44 

MAPK and β-catenin immunodetection or 

on a 17.5% modified SDS-PAGE (20, 32) 

for phospho-Tyr15-cdc2, cyclin B2 and 

p90rsk immunodetection (this reticulation 

allows a better discrimination between 

active and inactive forms of these 

proteins) and electroblotted onto 

nitrocellulose sheet. Transfer efficiency 

was checked using Ponceau red staining. 

Blots were saturated in 5% (w/v) milk in 

TBS (Tris-buffered saline)-Tween (15 mM 

Tris, 140 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween) 

for 45 min. Primary antibodies were 

incubated overnight at 4°C. Mouse 

monoclonal anti-O-GlcNAc (RL2, Affinity 
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Bioreagents), mouse monoclonal anti-

Erk2(D-2, Santa Cruz Biotechnologies), 

rabbit polyclonal anti-phospho-p42/44 

MAPK (Cell signaling), rabbit polyclonal 

anti-β-catenin (H102, Santa Cruz 

Biotechnologies), rabbit polyclonal anti-

cyclin B2 (JG103, a gift of Dr. J. Gannon, 

ICRF, South Mimms, United Kingdom) and 

rabbit polyclonal anti-p90rsk (C21, Santa 

Cruz biotechnologies) were used at a 

dilution of 1:1,000. Rabbit polyclonal anti-

phospho-Tyr15-cdc2 (Cell signaling) 

antibodies were used at a dilution of 

1:750. Then membranes were washed 

three times for 10 min in TBS-Tween and 

incubated with either an anti-mouse 

horseradish peroxidase-labeled secondary 

antibody or an anti-rabbit horseradish 

peroxidase-labeled secondary antibody 

(GE Healthcare) at a dilution of 1:10,000 

for β-catenin, Erk2 and phospho-p42/44 

MAPK detection, at a dilution of 1:5,000 

for cyclin B2, p90rsk and phospho-Tyr15-

cdc2 detection. Finally, three washes of 10 

min each were performed with TBS-Tween 

and the detection was carried out with 

enhanced chemiluminescence (GE 

Healthcare). 

 

UDP-GlcNAc pools measurement by 

HPAEC (High Performance Anion 

Exchange Chromatography) 

Ten oocytes were lysed in 1 mL of 

hypotonic buffer (10 mM Tris/HCl, 10 mM 

NaCl, 15 mM 2-mercaptoethanol, 1 mM 

MgCl2 and proteases inhibitors, pH 7.2). 

50 µL of 1M HCl was added to the lysate 

for acidification. The solution was passed 

through a column containing 1.5 mL of 

Dowex 50WX2-400 in its H+ form. Washes 

of the column were performed with 10 mL 

of bi-permuted water (18 mega-ohms 

water). The unbound fraction and washes 

were collected on ice and adjusted with 

500 µL of Tris/HCl to pH 8.0. 250 µL of the 

diluted fraction was injected using a 

ProPAC-PA1 column (4X250 mm) on a 

Dionex HPLC (High Performance Liquid 

Chromatography) system. The elution 

program analysis was the following: 

Tris/HCl 20 mM, pH 9.2 (solution A) for 1 

minute; elution gradient for 29 min with 

85% of A and 15 % NaCl at 2M (solution 

B); plateau of 5 min in the same 

conditions; elution gradient of 10 min until 

100% of B was reached; plateau at 100% 

of B for 5 min. The column was then re-

equilibrated in 100 % of A. The flow rate 

was of 1 mL.min-1. Detection was 

performed using a Spectroflow 757 

(KRATOS) at a wavelength of 256 nm. 

 

RESULTS 

 

The OGT inhibitor alloxan blocks O-

GlcNAc increase and progesterone-

induced G2/M transition. 

Alloxan (ALX), an uracil analogue, is a 

inhibitor of OGT, the enzyme which 



Annexe 1                                                                                                                                     Publication 4 

 208 

transfers GlcNAc group to substrates from 

UDP-GlcNAc (34, 35). Oocytes were 

incubated with progesterone to trigger 

G2/M transition, together with increasing 

amounts of alloxan (Fig. 1). A dose-

dependent inhibition of GVBD and G2/M 

transition was observed when oocyte were 

treated with alloxan (Fig. 1A). Used as a 

negative control, uracil had no effect on 

meiosis resumption induced by hormonal 

stimulation (third lane). Significant 

inhibitory effect of alloxan was observed 

for concentrations ranging from 3 to 5 mM 

while lower doses (1 and 2 mM) had none 

or little effect on G2/M transition. 

Prevention of M-phase provoked by 

alloxan appeared to be correlated with an 

O-GlcNAc level decrease :  O-GlcNAc 

progressively decreased from the 3 mM to 

5 mM alloxan-treated oocytes to finally 

reach an O-GlcNAc pattern similar to that 

of immature oocytes (G2 phase). At the 

biochemical level, oocytes treated with 

alloxan concentrations ranging from 3 to 5 

mM never exhibited typical pattern of M-

phase entered oocytes (Fig. 1B). Rsk, 

whose phosphorylation directly depends 

upon MAPK activity, remained 

unphosphorylated, when phosphorylated a 

shift in electrophoretic mobility occurs; 

Cyclin B2 remained unphosphorylated 

(detected as a doublet of isoforms) and 

Cdc2 phosphorylation on Tyr15 confirmed 

that MPF heterodimer was under an 

inactive form in these oocytes (compare 

first [G2-arrested oocytes], second 

[progesterone-treated oocytes] and last 

lanes [alloxan 5mM + progesterone-

treated oocytes]). At the cytological level, 

high concentrations of alloxan prevented 

meiotic spindle formation, as attested by 

the presence of intact germinal vesicle 

envelope (Fig. 2C). Meiotic spindles 

detected were similar in oocytes treated 

with uracil (Fig. 2D) to those examined in 

control mature oocytes (Fig. 2B) . 

Accumulation of beta-catenin was also 

examined as a marker of the meiotic 

process. Beta-catenin accumulates during 

G2/M transition due to inhibition of GSK-

3β that phosphorylates beta-catenin, 

leading to its degradation (35). In a 

previous work, we reported that beta-

catenin O-GlcNAc content was enhanced 

after progesterone stimulation (24). As 

expected, beta-catenin was easily detected 

in oocytes incubated solely with 

progesterone or with low concentrations of 

alloxan (1 and 2 mM). Expression of beta-

catenin was dramatically reduced when 

alloxan was used at higher concentrations 

(Fig. 1B, bottom panel).   

To check for the non-toxicity and 

reversibility of alloxan effect, oocytes that 

were incubated with the OGT inhibitor (5 

mM) were rinsed after overnight treatment 

and were allowed to reach the G2/M 

transition in alloxan-free ND96 medium 

(Fig. 3) : in these conditions, about half of 
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rinsed oocytes exhibited GVBD (50 ± 10 

%). 

 

M-Phase entry inhibition induced by 

alloxan does not depend upon 

reactive oxygen species formation. 

Free radicals have been reported to 

possibly control cell cycle, in particular 

through Cdc25 regulation (36). When in 

solution, alloxan is in equilibrium with its 

reduction product, dialuric acid, which 

generates superoxide radicals (O2
.
) 

through a redox cycle (For review see 37). 

These superoxide radicals are used by 

superoxide dismustase (SOD) to generate 

hydrogen peroxide (H2O2). Within cells, 

hydrogen peroxide molecules sustain the 

Fenton reaction in the presence of Fe2+ 

ions and are then splinted into two 

hydroxyl radicals (OH
.
).  

To counteract potentially alloxan-mediated 

ROS (Reactive Oxygen Species) 

generation, alloxan-treated oocytes were 

incubated with SOD and catalase (that 

produces H2O and ½ O2 from H2O2) either 

one hour prior progesterone addition (Fig. 

4, lanes 4 and 6) or overnight prior 

progesterone addition (Fig. 4, lanes 8 and 

10). In these conditions, the presence of 

the two detoxifying enzymes did not 

prevent the action of alloxan at 

concentrations ranging from 3 to 5 mM: 

(1) GVBD did not occurred following 

progesterone stimulation (Fig. 4A), (2) O-

GlcNAc levels did not increased, (3) Rsk, 

MAPK and Cyclin B2 phosphorylation 

patterns, as well as beta-catenin 

accumulation profile, were typical of 

oocytes arrested in G2 (Fig. 4B). 

Finally, oocytes were also incubated in 

increasing concentrations of hydrogen 

peroxide (H2O2, concentrations ranging 

from 0.1 to 5 mM). While loosing their 

pigmentation for 3, 4 and 5 mM H2O2, 

oocytes nevertheless underwent GVBD, as 

attested by hemisection along the animal-

vegetal axis after heat-fixation (Fig. 5A 

and data not shown). Thus, G2/M 

progression was not impaired by H2O2. 

Staining with anti-O-GlcNAc, anti-Rsk1, 

anti-phospho-MAPK, anti-cyclinB2, anti-P-

Tyr15-Cdc2 and anti-beta-catenin attested 

that oocytes incubation with hydrogen 

peroxide did not prevent progesterone-

induced G2/M transition (Fig. 5B). 

 

Alloxan blocks O-GlcNAc 

glycosylation and G2/M transition 

induced by egg cytoplasm injection. 

G2/M transition induced by progesterone 

depends upon protein synthesis. But, 

when metaphase II-arrested oocyte (or 

egg) cytoplasm is injected into immature 

recipient oocytes, it triggers G2/M 

transition through the MPF auto-

amplification loop, independently of 

protein synthesis (12). In comparison to 

progesterone-treated oocytes, cytoplasm-

injected oocytes exhibited no decrease in 
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O-GlcNAc content following 3 mM alloxan 

incubation (Fig. 6B, top panel). 

Correlatively, they exhibited typical pattern 

of phosphorylation/dephosphorylation and 

beta-catenin accumulation similar to those 

of M-Phase oocytes (Fig. 6B): (1) Cdk 1 

Tyr15 was dephosphorylated, (2) Rsk, and 

Cyclin B2 were phosphorylated and (3) 

beta-catenin was accumulated in identical 

proportion to the cytoplasm-injected 

control oocyte alone. Complete inhibition 

for GVBD and activation of both MPF and 

MAPK pathways were obtained for 4 and 5 

mM concentration (Fig. 6A and B). Then, 

alloxan similarly blocks GVBD, MAPK and 

MPF pathways activations in progesterone-

treated oocytes and in cytoplasm injected 

oocytes. 

 

GFAT inhibition fails to prevent M-

phase entry in Xenopus oocytes. 

In somatic cells, UDP-GlcNAc pool directly 

depends upon glucose concentration (28, 

38). UDP-GlcNAc is generated through the 

hexosamine biosynthetic pathway (HBP). 

HBP is finely regulated by a key-enzyme, 

the glutamine: fructose-6-phosphate 

amidotransferase (GFAT). Inhibition of 

GFAT leads to a decrease in UDP-GlcNAc 

pool and consequently to a decrease in O-

GlcNAc glycosylation. In somatic cells, 

such effect may be obtained using well-

known GFAT inhibitors, DON (6-Diazo-5-

oxo-L-norleucine) and azaserine. Both 

were used in an attempt to prevent G2/M 

transition induced by progesterone in 

Xenopus oocytes. When injected in 

immature oocytes prior to progesterone 

treatment, DON and azaserine have no 

incidence on hormonal stimulation-induced 

M-phase entry (Fig. 7A). No delay in GVBD 

kinetics was observed between azaserine 

or DON–injected oocytes to the control 

ones (water-injected). GVBD50, time 

required for 50% of oocytes undergone 

GVBD, was similar to control whatever the 

conditions used to inhibit GFAT (data not 

shown). GVBD percentages in oocytes 

injected either with azaserine or DON 

exhibited no significant differences with 

control oocytes (Fig. 7A). At a biochemical 

level, Cyclin B2, Rsk and MAPK were not 

phosphorylated in immature G2-blocked  

oocytes (Fig. 7B). Upon stimulation by 

progesterone, Cyclin B2, MAPK and Rsk 

were phosphorylated, and changes in 

electrophoretic mobility were observed for 

Cyclin B2 and Rsk (Fig. 7B). In oocytes 

injected with either azaserine or DON, we 

observed the typical matured oocytes 

pattern of phosphorylation and beta-

catenin accumulation (Fig. 7B).  

 

GFAT inhibition does not significantly 

impair O-GlcNAc and UDP-GlcNAc 

content in Xenopus oocytes. 

Strikingly, neither azaserine nor DON 

prevented progesterone-induced O-GlcNAc 

levels increase that accompanies M-phase 

entry (Fig. 7). As mentioned above, 
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increasing concentrations of azaserine (20, 

60, 100 µM) and DON (100, 300, 500 µM) 

were tested but no effect on G2/M 

transition or O-GlcNAc levels were 

observed (data not show). To understand 

these unexpected results, UDP-GlcNAc 

pool of each condition was assayed using 

HPAEC (High pH Anion Exchange 

Chromatography) (Fig. 8): no significant 

changes in the UDP-GlcNAc pools were 

observed between the different conditions, 

even in presence of the GFAT inhibitors. 

These latter observations suggest that 

during G2/M transition, oocytes run for O-

GlcNAc on an existing UDP-GlcNAc pool 

and did not require UDP-GlcNAc synthesis 

for the O-glycosylation processes. 

 

Cyclin B2 and Erk2 are O-GlcNAc 

modified. 

  

Since MPF is the universal key regulator of 

M-Phase entry and that MAPK cascade is 

the main pathway by which maturation 

process is triggered, we examined the 

putative glycosylation of cyclin B2 and 

Erk2 during oocyte maturation. A GVBD 

kinetic was performed following 

progesterone stimulation. Every two 

hours, oocytes were assessed for GVBD 

percentage and were taken respecting the 

rate of GVBD/no GVBD (Fig. 9A). O-GlcNAc 

proteins were enriched on WGA-labeled 

beads. Bound-proteins were separated by 

SDS-PAGE and blotted using either an 

anti-cyclin B2 antibody, or an anti-Erk2 

antibody (Fig. 9B). We observed that 

cyclin B2 was O-GlcNAc modified and that 

the glycosylation affected the two isoforms 

of the doublet, i.e. the active and the 

inactive forms of the protein. In contrast, 

staining of enriched-O-GlcNAc proteins 

with the anti-Erk2 antibody revealed that 

only the inactive form of Erk2 (lower band 

stained by the anti-Erk2 on the whole cell 

lysates) was O-GlcNAc glycosylated. 

Staining of the whole cell lysate with anti-

phospho dependent p42/44MAPK showed 

that the active form of the kinase 

corresponding to the upper band stained 

with the non-phospho dependent Erk2. 

This result demonstrates a reciprocal 

relationship between O-GlcNAc and 

phosphate on Erk2 correlating with the 

kinase activity. As a control experiment, 

treatment of oocytes lysates with PNGase 

F was performed in order to push back the 

eventual presence of N-linked 

oligosaccharides (data not shown).  

 

DISCUSSION 

 

M-phase entry is a particularly 

delicate step, preparing cells for division 

and which requests highly organized 

events at the spatial and temporal levels. 

These events are mainly driven by post-

translational modifications modulating 

protein expression, activities, or promoting 

protein degradation. Among these 
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modifications, phosphorylation and 

ubiquitination have been extensively 

studied. The highly dynamic and 

ubiquitous post-translational modification   

O-GlcNAc, has been proposed to play a 

role in cell cycle protein function, thus 

presumably regulating cell cycle 

progression (26) and checkpoints. 

Consistent with previous observations in 

Xenopus laevis oocytes, which reported an 

overall increase in O-GlcNAc modification 

during G2/M transition that characterizes 

meiosis resumption (24), we show here 

that O-GlcNAc is clearly requested for M-

Phase entry during meiosis in Xenopus 

oocytes. 

Being the most widespread 

glycosylation type found within the 

cytosolic and nuclear compartments of 

eukaryotic cells, O-GlcNAc differentiates 

from other glycosylation types by its high 

dynamism. Moreover, O-GlcNAc can 

compete with phosphorylation either at 

the same or at an adjacent site. Despite 

the intensive study and interest devoid to 

O-GlcNAc, many functions ruled by this 

glycosylation remain to be elucidated. 

Taking account of recent observations, 

which have stressed out an active part 

exerted by O-GlcNAc in the regulation of 

cell cycle (24, 26), we explored the effects 

of preventing the O-GlcNAc dynamism on 

cell cycle progression by inhibition of OGT, 

expecting disruption of its progression. We 

took advantages of the Xenopus oocytes, 

where G2/M transition may be triggered 

either by hormonal stimulation 

(progesterone) or by cytoplasm injection. 

In our hands, both were blocked when 

OGT inhibitor alloxan was added in the 

medium. 

Historically, alloxan was used to induce 

experimental diabetes in animals (For 

review see 37). Mechanism by which 

diabetes is mimicked in animals relates to 

the production of ROS (Reactive Oxygen 

Species) such as hydroxyl radicals (OH˙). 

Hydroxyl radicals are highly toxic for cells 

(especially for pancreatic beta-cells) and in 

conjunction with an increase flux of 

calcium, they provoke beta-cells death and 

consequently an inhibition of insulin 

secretion, leading to diabetes. We tested 

the hypothesis that ROS released by 

alloxan could affect G2/M transition in 

Xenopus oocytes. Indeed, ROS-mediated 

signal transduction pathways are involved 

in phosphorylation events by activating 

protein tyrosine kinases and protein 

serine-threonine kinases through a process 

known as “receptor transactivation”. From 

instance, ROS inhibits ERK 1/2, JNK and 

p38MAPK activations induced by 

angiotensin II and PDGF in fibroblast (39), 

but ROS could alternatively sustain MAPK 

activity through the inhibition of MAPK 

phosphatases, which inactivates MAPK. 

ROS have been described as potent 

inhibitors of phosphotyrosine 

phosphatases, like Cdc25C (40). Thus, 



Annexe 1                                                                                                                                     Publication 4 

 213 

evidences have been accumulated that 

ROS interfere with cell cycle progression 

(36, 41). First, and in contrast to our 

expectations, increasing concentrations of 

H202 had no effects on G2/M transition 

induced by hormonal stimulation: MPF and 

MAPK are detected under their active 

forms while beta-catenin accumulated 

normally in H202–treated oocytes. Second, 

we counteracted potential ROS generation 

(via the alloxan-dialuric acid redox cycle) 

by addition of SOD and catalase, two 

detoxifying enzymes. Whatever the 

conditions used, i.e. by increasing the two 

enzymes amounts or by modulating the 

time period post-progesterone addition, 

SOD and catalase did not suppress the 

alloxan-mediated block of G2/M transition. 

Because both SOD and catalase failed to 

impair alloxan effects and due to the lack 

of effect of high concentration of H202 on 

meiosis progression it can be assume that 

alloxan does not act on G2/M transition 

through ROS generation.  

Inhibition of Xenopus oocyte G2/M 

transition (either stimulated by 

progesterone or by cytoplasm injection) by 

alloxan, was correlated to a drop in the O-

GlcNAc level. While the decrease in the O-

GlcNAc content prevented MPF and MAPK 

activations, as well as beta-catenin 

accumulation, these effects appeared to 

be reversible and non toxic for oocytes 

since removal of alloxan from medium 

allowed oocytes still to undergo and 

complete G2/M transition in presence of 

progesterone. In contrast to hormonal 

stimulation, cytoplasm injection drives M-

Phase entry independently of protein 

synthesis (12). In these conditions, the 

decrease in O-GlcNAc content also lead to 

the absence of GBVD, MPF and MAPK 

activations. This last observation 

demonstrates that O-GlcNAc modification 

is required for the activation of the MPF 

auto-amplification loop.  

An alternative strategy to decrease O-

GlcNAc content is to target the enzyme 

responsible for UDP-GlcNAc synthesis, 

GFAT. Intriguingly, azaserine and DON, 

both inhibitors of GFAT, had no effects on 

progesterone-induced GVBD and activation 

of both MPF and MAPK. Such inefficiency 

to affect O-GlcNAc level might be related 

to an absence of GFAT activity in M-phase 

entered oocytes. This hypothesis has been 

reinforced by UDP-GlcNAc pools assays: 

there was no difference in the UDP-GlcNAc 

content between immature and matured 

oocytes. Then, use of GFAT inhibitors 

appears not to be a relevant strategy to 

decrease O-GlcNAc content and to study 

its role in Xenopus oocytes. In addition to 

these observations, it has been known for 

more than one decade that carbon 

metabolism in Xenopus oocytes is mainly 

directed to glycogen synthesis rather than 

to glycolysis (42). From these 

considerations, it can be assume that in 

Xenopus oocytes, tendency is more toward 
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glucose storage under its glycogenic form 

rather than glucose production and 

consequently to the formation of UDP-

GlcNAc for O-GlcNAc processes via HBP. 

Because early cleavages in Xenopus 

embryos rely on the use of amino-acids as 

its main source of carbon, glycolysis starts 

only at the onset of gastrulation (43). 

Taken together, these observations lead to 

the conclusion that oocytes glycosylate 

their proteins on an existing UDP-GlcNAc 

pool in a process that does not need UDP-

GlcNAc production. 

Further targets and function of O-

GlcNAc modification remain to be 

determined during cell cycle. While the 

involvement of O-GlcNAc at the 

metaphase-anaphase transition may be 

suspected from Slawson and coworkers’ 

observations (26), here is the first work 

reporting a direct role for O-GlcNAc in M-

Phase entry, and O-glycosylation of Erk2 

and Cyclin B2 might account for 

unsuspected levels of regulation. If post-

translational modifications such as 

phosphorylation have been described for 

cyclin B isoforms during G2/M progression, 

their functions remain unclear except for 

cyclin B1. The latter can be 

phosphorylated by MAPK and Polokinase, 

regulating MPF nuclear export but not its 

enzymatic activity (44). In our hands, 

Cyclin B2 appeared to be O-GlcNAc 

glycosylated throughout G2 and M phases, 

because O-GlcNAc modification was not 

associated with the active or inactive 

states of the Cyclin B2-Cdk1 complex. 

Hence, cyclin B2 O-glycosylation might be 

involved in protein-protein interactions 

between MPF and its substrates or in 

heterodimer formation. In contrast, Erk2 

appeared glycosylated only under its 

inactive form, the unphosphorylated one, 

whereas the phosphorylated active form of 

Erk2 was not detected with O-GlcNAc. The 

latter observation on p42MAPK might be 

typical of a yin-yang relationship between 

O-GlcNAc and phosphorylation on a kinase 

(45). Such competition has been already 

described for different proteins including 

c-Myc (46) or RNA polymerase II (47, for 

review see 48). It remains to determine if 

O-GlcNAc sites on p42MAPK are related to 

activation site of Erk2 by MEK (15) or to 

domains involved either in substrate 

recognition or enzymatic activity itself. 

Though O-GlcNAc dynamics of cyclin B2 

and Erk2 differed from global O-GlcNAc 

proteins profiles, the latter burst of O-

GlcNAc reported earlier (24), might mask 

other types of dynamics. Indeed, cyclin B2 

O-glycosylation appears constant 

throughout meiosis while in contrast to the 

global increase of O-GlcNAc level observed 

around GVBD, removal of Erk2 O-GlcNAc 

coincides with the activation of the kinase 

at GVBD. The latter observation underlines 

the complexity of O-GlcNAc patterns of 

modification. It should be also noted also 

that O-GlcNAc level immediately increase 
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after hormonal stimulation (two hours 

post-progesterone) indicating that O-

GlcNAc is necessary for the early steps of 

the G2/M transition. Because both MAPK 

activity and cyclin B synthesis are not 

essential for M-phase entry in Xenopus 

oocytes (19, 20, 23 , 49), mechanisms 

sensitive to O-GlcNAc variation, which are 

essential for G2/M transition, remain to be 

elucidated. 

As a valuable tool for studying O-

GlcNAc function in cell cycle, alloxan 

opened a narrow field of investigation for 

deciphering the role of O-GlcNAc 

modification at G2/M transition. Further 

efforts are requested to seek for 

modification of O-GlcNAc content on the 

key regulators of the cell cycle. 
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LEGENDS  

 

Figure 1: Xenopus oocyte meiotic resumption is prevented by alloxan, an OGT 

inhibitor. 

Immature oocytes were treated with increasing amounts of alloxan (lanes 4 to 8). M-phase 

entry was then induced by progesterone treatment.  

A- Germinal vesicle breakdown (GVBD) was assessed using white spot examination. Results 

are from three or four (asterisks) independent experiments.  

B- Oocytes were homogenized in lysis buffer and western blot analyses were performed 

using a panel of antibodies. O-GlcNAc content of oocytes was tested using an anti-O-GlcNAc-

directed antibody (RL2). Activation of Rsk, cdc2 and cyclin B2 was assessed as described 

under the experimental procedures section. Beta-catenin accumulation was also analyzed. 

Lane 1 corresponds to immature controls, lane 2 to matured controls and lane 3 to oocytes 

treated with 5 mM uracil. Protein mass markers are indicated at the left (kDa). 

WB, western blot 

 

Figure 2: Alloxan prevents GVBD. 

Oocytes were fixed, dehydrated and embedded in paraffin. Sections (7 µm) were stained 

with nuclear red for detecting nuclei and chromosomes whereas picro-indigocarmine was 

used to reveal cytoplasmic structures.  

A- Immature oocyte showing an intact germinal vesicle (GV).  

B- Progesterone-treated oocyte (mature oocyte) with a typical metaphase spindle (MS) and 

the first polar body (PB).  

C- Alloxan-treated oocyte showing an immature profile.  

D- Uracil-treated oocyte showing a mature profile.  

 

Figure 3: Alloxan effect is reversible and non-toxic. 

Immature oocytes were first incubated overnight with 5 mM uracil (URA) or with 5 mM 

alloxan (ALX) and then meiotic resumption was stimulated (Pg). 16 hours after progesterone 

addition, alloxan-containing medium was removed (R) and oocytes were incubated in 

alloxan-free medium containing progesterone. Results are from three independent 

experiments. 

 

Figure 4: Incubation of antioxidant enzymes does not reverse alloxan effect. 
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Immature oocytes were treated with different concentrations of alloxan (lanes 3 to 10). To 

counteract the potentially alloxan-mediated ROS generation, alloxan-treated oocytes were 

incubated with SOD and catalase either for one hour prior progesterone incubation (lane 4 

and 6) or overnight (O/N) prior progesterone incubation (lane 8 and 10). Results are from 

four independent experiments. Lane 1 and 2 correspond to immature and mature controls 

respectively.  

A- Germinal vesicle breakdown (GVBD) was assessed using white spot examination. 

B- Oocytes were homogenized in lysis buffer and western blot analyses were performed. O-

GlcNAc content of oocytes, activation of Rsk, cdc2, cyclin B2 and beta-catenin accumulation 

were assessed as described under the experimental procedures section. 

Protein mass markers are indicated at the left (kDa). 

WB, western blot 

 

Figure 5: Hydrogen peroxide does not prevent Xenopus oocyte meiotic 

resumption. 

Immature oocytes were incubated with increasing amounts of hydrogen peroxide (H2O2) 

overnight before progesterone treatment. Results are from four independent experiments. 

A- Germinal vesicle breakdown (GVBD) was assessed using white spot examination. 

B- Oocytes were homogenized in lysis buffer and western blot analyses were performed. O-

GlcNAc content of oocytes, activation of Rsk, cdc2, cyclin B2 and beta-catenin accumulation 

were assessed as described under the experimental procedures section. 

Protein mass markers are indicated at the left (kDa). 

WB, western blot 

 

Figure 6: Alloxan-mediated OGT inhibition also prevents cytoplasm-induced 

meiotic resumption. 

Immature oocytes were incubated with alloxan (ALX) overnight before stimulation of meiotic 

resumption. Meiotic resumption was induced by injection of matured oocyte-cytoplasm into 

immature oocyte. Results are from three independent experiments. 

A- Germinal vesicle breakdown (GVBD) was assessed using white spot examination. 

B- Oocytes were homogenized in lysis buffer and western blot analyses were performed. O-

GlcNAc content of oocytes, activation of Rsk, cdc2, cyclin B2 and beta-catenin accumulation 

were assessed as described under the experimental procedures section. 

Protein mass markers are indicated at the left (kDa). 

WB, western blot 
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Figure 7: GFAT inhibition does not prevent progesterone-induced meiotic 

resumption. 

Immature oocytes were injected with GFAT inhibitors, 6-diazo-5-oxo-norleucine (DON) or 

azaserine (AZA) overnight before stimulation of meiotic resumption. Control oocytes were 

water injected. Results are from six independent experiments. 

A- Germinal vesicle breakdown (GVBD) was assessed using white spot examination. 

B- Oocytes were homogenized in lysis buffer and western blot analyses were performed. O-

GlcNAc content of oocytes, activation of Rsk, cdc2, cyclin B2 and beta-catenin accumulation 

were assessed as described under the experimental procedures section. Protein mass 

markers are indicated at the left (kDa). 

WB, western blot 

 

Figure 8: Xenopus laevis oocytes UDP-GlcNAc pools are not perturb by GFAT 

inhibition. 

Since GFAT inhibition did not block meiotic resumption contrary to OGT inhibition, UDP-

GlcNAc pools of matured, immature and of DON or azaserine-treated oocytes were assayed 

using HPAEC. 

A- Profiles obtained for mature and immature oocytes. UDP-GlcNAc standard profile is shown 

at the bottom panel. 

B- Percentage of UDP-GlcNAc pools obtained for the different conditions compared to the 

mature oocytes (arbitrary assigned to 100%). Results are from four independent 

experiments.  

 

Figure 9: cyclin B2 and Erk2 are O-GlcNAc modified. 

A maturation kinetic was performed on oocytes after progesterone incubation. 

A- GVBD percentage was calculated every two hours post-progesterone addition using white 

spot examination. 

B- Batches of oocytes were collected every two hours and lysed in homogenization buffer 

and enrichments of O-GlcNAc proteins on WGA-agarose were performed (see experimental 

procedures section).  Bound proteins were separated by SDS-PAGE and electrotransferred 

onto nitrocellulose sheet. Western blot analysis of cyclin B2 was performed using an anti-

cyclin B2 antibody. Immunodetection of Erk2 was realized either using non-phospho or 

phospho dependent anti-Erk2 antibodies. Control of enrichment on WGA-beads was 

performed using the anti-O-GlcNAc antibody. 
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Protein mass markers are indicated at the left (kDa). 

WB, western blot; GVBD, germinal vesicle breakdown 
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  Depuis plusieurs années, le Ministère de l’Education Nationale et les écoles Doctorales 

ont décidé de rendre les thèses plus professionnalisantes, afin de permettre aux doctorants 

qui ne peuvent pas ou ne veulent pas continuer dans le domaine de la recherche publique de 

mieux valoriser leurs travaux vis-à-vis d’un employeur. Il a été mis en place une expérience 

qui a pour but de faciliter l’insertion professionnelle des doctorants :  « valorisation des 

compétences – un nouveau chapitre de la thèse ». Les étudiants retenus dans le cadre de ce 

programme doivent intégrer dans leur mémoire de thèse un nouveau chapitre présentant 

leurs travaux en tant que projet professionnel. 

 

    Cadre et enjeux de ma thèse 

 

La division cellulaire fait l’objet de nombreuses études en raison de son caractère 

fondamental durant le développement embryonnaire mais aussi pour le maintien de 

l’homéostasie cellulaire de l’organisme adulte. La division cellulaire est contrôlée, des 

anomalies de sa régulation sont impliquées dans les processus de tumorigenèse. A la fin des 

années 80, il a été démontré que les processus moléculaires fondamentaux régissant la 

prolifération cellulaire sont communs à toutes les cellules eucaryotes. L’utilisation de modèle 

comme l’ovocyte de Xénope a largement contribué à la compréhension du contrôle de la 

division cellulaire. Durant les années 90, de nombreuses études ont souligné que la 

prolifération cellulaire est modulée par des variations de pH intracellulaire, sans identifier les 

mécanismes sensibles au pH. Une meilleure compréhension de ces événements qui 

participent au développement tumoral est un enjeu important afin de lutter contre le cancer 

et d'envisager de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Une acidification intracellulaire diminue la prolifération cellulaire et inversement, une 

alcalinisation intracellulaire accélère la prolifération cellulaire. Le but de ma thèse a été 

d’identifier les mécanismes moléculaires impliqués dans le contrôle de la division cellulaire 

Valorisation des compétences –  

un nouveau chapitre de la thèse. 

 



Annexe 2                                             Valorisation des compétences – Un nouveau chapitre de la thèse 

  235 

sensibles aux variations de pH intracellulaire. Mes recherches ont été effectuées sur l’ovocyte 

de Xénope. De nature fondamentale, les résultats de mes recherches n’ont pas d’application 

directes pour les industries pharmaceutiques. Cependant, le sujet de recherche en lui-même 

était assez original et ambitieux du fait du large spectre des mécanismes qui peuvent être 

affectés par le pH intracellulaire avec le risque de ne pas identifier une cible précise. 

Le sujet de ma thèse s’intègre totalement dans la thématique du laboratoire qui est 

d’étudier les mécanismes ioniques et moléculaires impliqués dans la régulation du cycle 

cellulaire. Ce projet de recherche avait déjà été débuté par un membre de l’équipe ainsi 

qu’une étudiante ayant effectuée son DEA dans l’équipe. Je n’ai pas tenu de rôle personnel 

dans la détermination de mon sujet de thèse qui a été la continuité de mon sujet de DEA. 

Le choix du laboratoire s’est fait en fonction de la thématique de recherche et du 

modèle cellulaire utilisé. La thèse ainsi que le DEA représentaient, avant tout, l’opportunité 

de travailler sur un sujet qui me passionne, les débouchées professionnelles étant 

secondaires. A l’issu de mon DEA, bien que n’ayant pas eu de MRT, mes directeurs de DEA 

m’ont laissé la possibilité de poursuivre en thèse si je le souhaitais. Comme les résultats 

préliminaires obtenus durant mon DEA étaient prometteurs et que je connaissais déjà le 

laboratoire ainsi que les techniques utilisées, j’ai choisi de poursuivre en thèse, envisageant 

un financement par des associations ou des organismes privés. 

  

    Déroulement, gestion et coût du projet. 

 

Les financements qui m’ont permis de mener à bien mon projet ont été, dans un premier 

temps, des vacations puis un demi-poste d’ATER (Attachée Temporaire d’Etude de 

Recherche). Le matériel et les différents produits utilisés durant ma thèse ont été financés 

par des fonds publics (financement par le Ministère de la Recherche et par la région) ainsi 

que par des fonds privés (La Ligue Contre Le Cancer). Au cours de mes recherches, plusieurs 

partenaires internationaux et nationaux ont été sollicités afin d’obtenir des anticorps et des 

oligonucléotides développés par ces équipes : 

- Dr N. Duesbery pour les oligonucléotides Morpholino antisens p39Mos, 

- Dr J. Gannon pour l’anti-corps anti-cycline B2,  

- Dr N. Standart pour l’anti-corps anti-CPEB, 

- Dr C. Pringent pour l’anti-corps anti-Eg2. 
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Par ailleurs, mon projet de thèse m’a permis d’effectuer un stage au Etats-Unis dans 

l’équipe du Dr Duesbery. Ce stage a été financé par la fondation Boerhinger Ingelheim ainsi 

que par l’Université des Sciences et Technologies de Lille 1.  

 

L’objectif de ma thèse était clair : déterminer les mécanismes qui peuvent être sensibles 

aux variations de pH intracellulaire. Comme les recherches sur le sujet avaient été initiées 

avant mon arrivée, mes encadrants savaient que certains mécanismes devaient être tout 

particulièrement étudiés. Bien que cadré dès le départ sur les deux principales voies 

moléculaires activées durant la division cellulaire, le sujet laissait une certaine liberté dans 

l’évolution des recherches en fonction des résultats obtenus. Ainsi, le projet qui était 

initialement centré sur une étude biochimique des effets des variations du pH intracellulaire 

lors de l’entrée en phase M a évolué en utilisant une approche électrophysiologique afin 

d’analyser les effets de variations de pH intracellulaire sur la concentration calcique 

intracellulaire. Bien que difficile pour moi car n’ayant pas suivi de formation en 

électrophysiologie au cours de mon cursus universitaire, j’ai dû me familiariser avec cette 

nouvelle technique. 

 

 Au cours de ma thèse, différents types de réunions ont eu lieu : 

- des réunions de laboratoire auxquelles toute l’équipe était présente, où j’exposais 

l’avancement de mes résultats, et qui permettaient d’avoir une discussion avec 

l’ensemble du laboratoire (peu fréquente), 

- des réunions formelles qui réunissaient les personnes impliquées dans le sujet (assez 

fréquentes) pour faire l’état sur l’avancement des recherches et savoir quelle 

orientation donner au projet, 

- des réunions informelles, plus fréquentes, directement avec mes encadrants afin de 

discuter des recherches en cours. 

 

Différents types de problèmes ont été rencontrés durant ma thèse. Certains 

problèmes techniques comme la perte d’habilitation à manipuler de la radioactivité sur le site 

de Lille 1 a fait que certaines expériences ont du être envisagées différemment. De plus, les 

nombreux mécanismes affectés par le pH intracellulaire m’ont amené à rechercher et à un 

synthétiser des données bibliographiques sur des sujets variés. J’ai également dû acquérir de 

nombreuses connaissances en électrophysiologie, domaine qui était totalement nouveau 

pour moi.  
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Par ailleurs, la thèse a été pour moi une première expérience de la vie professionnelle 

et notamment la découverte de tous les problèmes relationnels qui peuvent exister au sein 

d’une équipe. La co-tutelle et l’intervention d’autres chercheurs dans le projet m’ont placée 

dans des situations parfois inconfortables, entre des jugements et des avis divergents.  

Comme tout thésard, j’ai du faire face à des baisses de motivations dues à: 

- des résultats espérés qui n’aboutissent pas ou des problèmes techniques qui 

retardent l’avancement des recherches, 

- des doutes sur mon sujet, des remises en question suite aux rejets des articles ou 

des demandes de financement, 

- des doutes sur mon avenir mon professionnel. 

 

Trois personnes sont directement associées au projet : le Pr Vilain (directeur de 

thèse), le Dr Bodart (co-encadrant de la thèse), et moi-même. D’autres personnes sont 

également associées à ce projet : le Dr Paul Antoine qui m’a encadrée dans la partie 

électrophysiologique de mon travail et le Dr Cocquerelle qui est intervenu dans l’étude de la 

polyadénylation des ARNm ainsi que la technicienne du laboratoire Arlette Lescuyer. Nous 

pouvons également ajouter les personnels administratifs de l’Université des Sciences et 

Technologies de Lille 1 et de l’école Doctorale de Biologie Santé de Lille II qui sont 

intervenus plus ou moins directement durant ma thèse à travers la gestion des documents 

administratifs, des commandes, et l’organisation de conférences. 

 

Ma participation a ce projet constitue bien sûr la principale ressource humaine. Outre 

mes encadrants de thèse, deux chercheurs ont participé à ce projet pour une durée estimée 

de 4 mois à temps plein. Une technicienne est également intervenue dans la réalisation de 

ce projet soit directement ou indirectement, pour une durée estimée de 4 mois (Tableau 1). 

Une partie du coût financier de ma thèse est consacrée à l’achat des produits consommables 

et du matériel utilisé (Tableau 2). Le projet n’a pas nécessité d’investissement lourd, les 

moyens techniques utilisés étant déjà disponibles dans l’équipe. Enfin, le reste du coût 

financier comprend les frais des formations suivies pendant la thèse (Tableau 3).  
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Tableau 1 : Coût en ressource humaine de la thèse  (salaires estimés d’après le 

site www.education.gouv.fr) 

 Temps estimé Coût (en euros) 

Doctorant 39 mois 16 415 

Directeur de thèse 4 mois 17 220 

Co-encadrant 8.5 mois 19 406 

Autres chercheurs  4 mois  9 132 

Technicienne 4 mois 6 248 

TOTAL 68 421 
 

 

 

Matériel Coût (en euros) 

Consommable 10 000 

Gros matériel 1 500 

TOTAL 11 500 
 

Tableau 2 : Coût des 

outils utilisés durant 

la thèse. 

 

 

Formation Coût (en euros) 

Bilan de compétence 150 

Nouveau chapitre de la thèse 450 

Stage aux USA 2 500 

Congrès au Luxembourg 400 

Réalisation de poster 60 

Impression du manuscrit de thèse  1 000 

TOTAL 4 560 
 

Tableau 3 : Dépenses 

associées à la thèse.     

 

 

 

  Identification et illustration des diverses compétences mises en oeuvre 

 

Les compétences scientifiques développées durant ma thèse concernent 

essentiellement la biologie cellulaire et moléculaire. Mon sujet a été abordé avec une 
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approche pluridisciplinaire ce qui m’a permis d’acquérir des compétences techniques dans 

différents domaines (biochimie, cytologie et électrophysiologie). 

Ma thèse m’a permis de découvrir les différents aspects du métier de chercheur, à la 

fois la partie pratique, à la paillasse, avec tous les problèmes techniques que l’on peut 

rencontrer mais également la partie plus fondamentale, avec les recherches 

bibliographiques, la rédaction des articles, les demandes de financement … J’ai pu 

développer durant ma thèse différentes compétences associées à la conduite d’un projet de 

recherche : gestion du temps (respecter des limites dans le temps), gestion financière (choix 

des outils en fonction de l’argent disponible), rédaction de projet de recherche (demande de 

financement),  recherches bibliographiques (déterminer ce qui est déjà connu et ce qui 

mérite d’être approfondi) ainsi qu’une capacité d’adaptation me permettant d’utiliser des 

techniques différentes afin de mener à bien le projet. 

Ma façon d’analyser mes résultats a également changé au cours de ma thèse. j’ai 

appris à évaluer les points les plus pertinents et à rebondir sur les points les plus 

prometteurs. J’ai également appris à mettre en valeur mes résultats, à les présenter d’une 

manière plus synthétique et plus compréhensible pour une tierce personne.  

Le fait de travailler sur différents projets simultanément m’a obligée à optimiser mon 

temps en organisant mon travail selon la disponibilité des outils. De plus, j’ai dû développer 

mon sens de l’organisation pour mener de front mes expérimentations à la paillasse et les 

enseignements qui m’ont été confiés. J’ai du acquérir une faculté d’adaptation aux méthodes 

de travail de chacun des chercheurs qui ont participé au projet ainsi qu’une grande 

autonomie dans la réalisation de mon projet de recherche. J’ai pu me rendre compte que 

l’aspect « relationnel » est une composante importante dans la conduite d’un projet de 

recherche. 

Ma thèse m’a permis de développer des compétences dans les savoir-faires 

administratifs comme la gestion des commandes,  l’organisation du transport et la recherche 

du logement lors de mon stage ou de congrès. 

  Ma thèse m’a également permis de développer mon sens de la communication lors 

des différents échanges avec les membres de l’équipe mais aussi avec des chercheurs à 

l’étranger lors de mon stage aux Etats-Unis ou pendant les conférences. De plus, 

l’enseignement ainsi que les présentations orales de mes résultats m’ont amené à adapter 

mon discours en fonction du public concerné.  

J’ai développé mes connaissances dans le domaine informatique ainsi qu’en anglais 

afin de rédiger des articles ou de présenter mes résultats.  
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Les différents problèmes rencontrés durant ma thèse m’ont amenée à prendre du 

recul par rapport à mes résultats ainsi qu’à prendre de la distance entre les problèmes 

rencontrés au laboratoire et ma vie personnelle. Mon travail m’a demandé beaucoup de 

persévérance et de motivation et j’ai appris à relativiser et à rebondir après un échec.  

 

  Résultats, impact de la thèse. 

 

En plus de mon manuscrit de thèse, mon travail a permis de contribuer à l’écriture de 

plusieurs articles. Sur un plan personnel, ce travail de thèse témoigne de mon aptitude à 

réaliser un projet avec un budget, un délai et des réponses à apporter à un problème. Par 

ailleurs, je pense que la thèse m’a permis d’apprendre beaucoup au niveau scientifique mais 

également au niveau humain. J’ai pu au cours de ma thèse vivre de nombreuses expériences 

enrichissantes. Le nouveau chapitre de la thèse a été pour moi l’occasion d’aborder ma thèse 

autrement qu’en terme de résultats scientifiques et de la considérer comme un véritable 

projet professionnel. 
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Rôle de l’homéostasie protonique lors de la transition G2/M de 
l’ovocyte de Xénope. 

 
La reprise méiotique des ovocytes de Xénope peut-être stimulée par la progestérone 

ou par l’injection de cytoplasme d’ovocytes matures. La stimulation hormonale déclenche 
l’activation simultanée du MPF et de la voie p39Mos-Xp42Mpk1. Par contre, l’injection de 
cytoplasme d’ovocytes matures entraîne la seule activation de la boucle d’auto-amplification 
du MPF puis l’activation de la voie p39Mos-Xp42Mpk1, ce qui permet d’étudier séparément ces 
deux voies. Nous montrons, par l’utilisation d’inhibiteurs de MEK ou d’antisens dirigés contre 
p39Mos , que la cinétique de la GVBD induite par injection de cytoplasme dépend de 
l’accumulation de p39Mos. 

Les effets de variations physiologiques de pH ont été étudiés dans différentes 
conditions de stimulation de la reprise méiotique: progestérone, injection de cytoplasme ou de 
MAPK constitutivement active. Différentes stratégies ont été utilisées pour modifier le pHi 
(NH4Cl, injection de tampon à différents pH, modification du pHe). Nos résultats mettent en 
évidence que les événements précoces de l’activation du MPF et de la voie p39Mos-Xp42Mpk1 

sont accélérés par l’alcalinisation intracellulaire et retardés par l’acidification intracellulaire 
alors que les mécanismes d’auto-amplification du MPF ne sont pas sensibles aux variations de 
pHi. Cependant, l’activation de la voie p39Mos-Xp42Mpk1 par le MPF est retardée par 
l’acidification. De même, l’acidification retarde, voire inhibe, l’entrée en phase M induite par 
injection de MAPK constitutivement active. 

Nous montrons également que le NH4Cl provoque une augmentation de calcium qui 
participe au retard de GVBD induit par l’acidification.  

 

 
Role of proton homeostasis during G2/M transition in Xenopus 
oocyte. 
 

Meiosis resumption in Xenopus oocyte can be stimulated by progesterone or by egg 
cytoplasm microinjection. Hormonal stimulation triggers simultaneous activations of MPF and 
p39Mos-Xp42Mpk1 pathways. In contrast, egg cytoplasm microinjection results only in MPF auto-
amplification loop and following p39Mos-Xp42Mpk1 pathway activations. These two conditions 
allowed us to study separately these three pathways. We showed, by using MEK inhibitor or 
antisens against p39Mos, that egg cytoplasm-induced GVBD kinetic is dependent upon p39Mos 
accumulation. 

Effects of physiological pHi variations were studied in different conditions of meiotic 
resumption stimulation: progesterone, egg cytoplasm microinjection and constitutively active 
MAPK microinjection. Changes of pHi were induced by NH4Cl, injection of buffer at different 
pH, pHe changes. Our results highlight that the early events of maturation (MPF and p39Mos-
Xp42Mpk1  activations) are accelerated by intracellular alcalinisation and are delayed by 
intracellular acidification. Even though MPF auto-amplification is pH-independent, the MPF 
induced-p39Mos-Xp42Mpk1 activation is pH-dependent. Thus acidification induced a delay, even 
prevented, constitutively active MAPK-induced M phase entry. 

Finally, we showed that NH4Cl induces calcium increase that contributes to pH-
dependent GVBD delay.  
 

Mots clefs : Xénope, ovocyte, méiose, progestérone, pH, calcium, MPF, MAPK, 
polyadénylation, Mos, GVBD, courant chlore. 
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