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Phosphorylation

et synthese protéique
au cours de la méiose
de l'ovocyte

La protéine kinase p34°” est une sous-unité du facteur
MPF (M-phase promoting factor) qui contrdle la transi-
tion G2/M du cycle cellulaire. L’étude des divisions
melothues de I’ovocyte de xénope a permls de caracté-
riser deux substrats de la kinase p34 : une protéine
de 47 kDa (p47) identifiée comme la sous-unité y du fac-
teur d’élongation de la synthése protéique (EF1) et la
sous-unité régulatrice de la caséine kinase II (CKII). La
premiére protéine est phosphorylée par la kinase p34°d°2
pendant les divisions méiotiques des ovocytes, ce qui
crée un lien direct entre 1’activation de la kinase du
MPF et la régulation de la synthése protéique qui inter-
vient lors de la méiose. La phosphorylatlon du second
substrat indique que p34 ? peut étre i 'origine d’une
cascade de phosphorylations permettant d’expliquer les
effets pléiotropiques du MPF. Ces résultats semblent
pouvoir s’appliquer a d’autres modeles que les ceufs
d’amphibiens, notamment aux cellules de mammiféres.

’ovocyte de xénope est
naturellement bloqué au
stade prophase de la pre-
miere division méiotique.
La reprise des divisions est
contr6lée par une hormone stéroide,
la progestérone (figure 1, p. 674).
L’hormone induit le passage du stade
prophase de la premiere division
méiotique (prophase I) au stade méta-
phase de la deuxieme division méio-
tique (métaphase II). A ce stade, la
méiose est 2 nouveau bloquée jusqu"a
la fécondation. L’ensemble de ces
événements est appelé maturation
méiotique.
Au cours de la transition pro-
phase/métaphase apparait le MPF,
qui est le facteur ubiquitaire de con-

tréle des divisions méiotiques et mito-
tiques (M-phase promoting factor). Le
MPF est un hétérodimere dont la
sous-unité catalytique est une protéine
kinase de 34 kDa homologue au pro-
duit du géne c¢de2 de la levure
S. pombe (cdc pour cell division control).
Cette protéine kinase (p34°4?) pos-
seéde in vitro une activité histone H1
kinase. La seconde sous-unité est une
molécule de la famille des cyclines,
protéines dont la concentration oscille
en phase avec I’activité mitotique
(1, 2].

En I’absence de stimulation hormo-
nale, I’ovocyte de xénope contient le
complexe kinase p34<<?/cycline
(MPF) sous une forme inactive appe-
lée préMPF.

Il est maintenu SOUS sT————
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cettec forme par phosphorylation de
sites présents sur la sous-unité cataly-
tique. L’activation du MPF est cor-
rélée a la déphosphorylation de ces
sites [3, 4].

Le MPF provoque les événements
cytomorphologiques de la méiose :
rupture de I’enveloppe nucléaire, con-
densation des chromosomes et mise
en place du fuscau métaphasique.
Son apparition est associéc a dcux
événements biochimiques majeurs :
une augmentation du taux de phos-
phorylation des protéines [5] ct une
augmentation de la synthése des
protéines [6].

L’identification des substrats de la
kinasc du MPF est indispensable
pour comprendre comment cc facteur
contrdle ces événements. Nous avons
montré que la caséine kinase II,
extraite d’ovaire de x¢énope, est phos-
phorylée sur sa sous-unité régulatrice
par la kinase du MPF et que cette
phosphorylation provoque, in wvitro,
unc stimulation de ’activité caséine
kinasc [7]. Cectte phosphorylation a
réccmment ¢été retrouvée sur I’enzyme
purifiéc a partir de cellules humai-
nes [8]. L’augmentation des phos-
phorylations, au moment de I’activa-
tion du MPF, résulte donc a la fois
de la phosphorylation directe de dif-
férents substrats par la kinase du
MPF [9] et également de I’activation
en cascade de protéinc kinases con-
duisant a la phosphorylation d’autres
substrats. Ce processus permet
d’amplifier ¢t de moduler I'effet du
MPF.

La voie conduisant a I’augmentation
de la syntheése protéique apres Iacti-
vation du MPF reste encore & éluci-
der. Néanmoins, nous avons récem-
ment 1identifié un facteur de la tra-
duction comme étant un substrat
physiologique de la kinase du MPF,
cc qui permet pour la premiere fois
de proposer un modele de régulation
dec la synthese protéique au cours de
la maturation.

Synthése protéique
et divisions méiotiques

La synthese protéique est nécessaire
a la reprise des divisions méiotiques
induite par la progestérone. Elle est
indispensable a la premiere activation
du MPF et est ¢galement nécessaire
a la réapparition du MPF lors de la
dcuxie¢me division méiotique [10].

L’analyse de la synthese protéique au
cours des divisions méiotiques de
I'ovocyte (figure 2) montre que le taux
de synthese globale des protéines
n’est pas modifi¢ entre la stimulation
hormonale ct I’activation du MPF. 1l
augmente ensuitc, pour atteindre en
métaphase un niveau double de celui
des ovocytes de prophasc [6]. Ainsi
Paugmentation de la synthese protéi-
que qui accompagne les divisions
mdéiotiques intervient & un stade ou
elle n’est plus nécessaire a I’activation
du MPF. Elle est cependant néces-
saire au bon déroulement des événe-
ments cytomorphologiques de la pre-
mic¢re division de la méiose ainsi qu’a

[ Progestérone

OGP I

Prophase I

MPF

v

Métaphase 11

Figure 1. La maturation méiotique de I'ovocyte de xénope. La progesté-
rone provoque la maturation méiotique de l’ovocyte. La maturation méiotique
correspond au déroulement des événements de la méiose de la prophase | a
la métaphase Il. Au cours de la transition prophase/métaphase apparait le fac-
teur ubiquitaire de contréle des divisions méiotiques et mitotiques : le MPF.
Ayant achevé sa croissance, I'ovocyte se divise sans avoir a doubler de masse
comme dans une mitose somatique. Le taux de synthése protéique, qui est
particuliérement bas dans I'ovocyte, peut donc étre restreint aux protéines indis-
pensables a la régulation des divisions cellulaires. VG : vésicule germinative ;
GP | : premier globule polaire ; Fd : fuseau de division ; MPF : M-phase pro-
moting factor ou maturation-promoting factor.
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Progestérone Fécondation
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Activité MPF
= — mmmm Spécifique Synthese
X2 rwv— Globale protéique
Cycline
! Taux des
I protéines
y c-mos

Figure 2. Activité MPF et synthése protéique durant les divisions méio-
tiques et les deux premiéres divisions mitotiques. Le MPF actif posséde
in vitro une activité histone H1 kinase. Cette activité, indétectable dans les
ovocytes en prophase, est maximale en métaphase. La synthése protéique a
été analysée durant les divisions méiotiques de I'ovocyte. Le taux de synthése
globale des protéines n’est pas modifié entre la stimulation hormonale et I’acti-
vation de MPF, puis il augmente d’un facteur deux en métaphase. Aprés fécon-
dation, le taux de synthése globale des protéines double a nouveau puis baisse
légérement & chaque mitose. La progestérone provoque une traduction spéci-
fique d’'un nombre limité de protéines telles les cyclines (dont la concentra-
tion oscille en phase avec I’activité mitotique) et le produit du proto-oncogéne
c-mos (voir texte). P.l : prophase |; M.l : métaphase |; M.Il : métaphase II.

I’activation du MPF
deuxiéme division.

de la

lors

L’analyse qualitative des protéines
montre que l’augmentation résulte
d’un accroissement du taux de
synthése globale et de ’apparition de
nouvelles protéines. Au cours de la
phase dépendante de la synthese pro-
téique, les modifications qualitatives
sont faibles [11] et n’ont pu étre iden-
tifiées a partir d’expériences classi-
ques de marquage radioactif.

Synthéses protéiques
nécessaires
a l'activation du MPF

La caractérisation de protéines dont
la synthese est nécessaire pour I’acti-
vation du MPF apres la stimulation
hormonale n’a été possible qu’en étu-
diant I'effet de ’augmentation de la
concentration dans I’ovocyte de diver-
ses protéines susceptibles d’intervenir,
en injectant soit I’ARN messager
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(ARNm) correspondant, soit la pro-
téine elle-méme. Ainsi, la micro-
injection de ’ARNm codant pour
une des cyclines mitotiques (cycline A
ou cycline B) provoque I’activation
du MPF [12, 13]. Le méme effet est
obtenu par la micro-injection de la
protéine elle-méme [14]. La progesté-
rone provoque effectivement une aug-
mentation de la syntheése des différen-
tes cyclines [15]. Cependant, il n’est
pas démontré que la synthese des
cyclines soit indispensable dans le
mécanisme d’action hormonal. Les
expériences de micro-injection de
cyclines sont difficilement interpréta-
bles puisque l’ovocyte en prophase
contient du pré-MPF sous forme
d’un complexe kinase p34<d?/cy-
cline B inactif [15, 16].

Les mémes techniques ont permis de
montrer que le produit du proto-
oncogene c¢-mos, la protéine p39™,
est aussi impliqué dans les étapes pré-
coces de la maturation. La destruc-

tion spécifique de I’ARNm de
p39™* par la micro-injection d’un
oligonucléotide anti-sens inhibe I’acti-
vation du MPF par la progestérone.
L’hormone induit la synthése de la
protéine p39™* dans I’ovocyte [17].
La micro-injection de I’ARNm
codant pour p39™s ou de la pro-
téine ellec-méme, induit ’activation du
MPF en 1’absence d’hormone
[18-20].

Ces expériences montrent que l’intro-
duction par micro-injection de protéi-
nes spécifiques (cyclines ou p39™*)
peut induire la maturation et 'acti-
vation de MPF. Leur faible concen-
tration intracellulaire (inférieurc a
1/1 000 des protéines cytosolubles)
explique pourquoi elles n’ont pas été
détectées par des expériences de mar-
quage radioactif. La progestérone
provoque donc la traduction d’un
nombre limité de protéines, dont au
moins une (p39™) est indispensable
a ’action hormonale.

Ainsi, le mécanisme d’action de la
progestérone serait de provoquer la
traduction d’ARNm spécifiques au
cours de la reprise de la premiere
division méiotique (figure 3, p. 676).
La (ou les) protéine(s) synthétisée(s)
entraine(nt) alors [’activation du
MPF. Lorsque celui-ci est activé, il
provoque une augmentation de la
synthese protéique qui comprend
aussi une traduction de nouveaux
messagers, dont certains joueraient
un role lors de la division suivante.

Régulation
de la synthése protéique

L’ovocyte en fin de croissance con-
tient une réserve trés importante de
messagers maternels et de ribosomes
dont une trés faible proportion est
engagée dans la synthése protéi-
que [21]. D’une part, les ARNm sont
stockés sous forme de ribonucléopro-
téines (mRNP) inaccessibles a la tra-
duction et, d’autre part, la machine-
rie de la traduction est fortement
inhibée [22].

Le mécanisme de I’augmentation de
la synthese protéique, au cours des
divisions méiotiques induites par
I’hormone, n’est pas connu. Deux
médiateurs ont été proposés : les ions
H* et les ions Mg?*. Ainsi, une
augmentation du pH intracellulaire a

lieu au moment de ’apparition du m——
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Augmentation de la synthése
protéique globale et traduction
d'ARNm nouveaux

/'

Progestérone MPF =

1
| \
1
: Traduction d'ARNm
—>

Augmentation des
phosphorylations

P Effets cytomorphologiques
spécifiques

c-mos PréMPF
cycline

Figure 3. Schéma du mécanisme d’action de la progestérone. La proges-
térone provoque une lecture d’ARNm spécifiques au cours de la premiére divi-
sion méiotique (voir texte). Lorsque le MPF est activé, il entraine une augmen-
tation de la synthese protéique qui comprend aussi une traduction de nouveaux
messagers, dont certains joueraient un réle lors de la division suivante.

voquée par I’augmentation des ions
K+ [24]. Cependant, aucune aug-
mentation de Mg2 * intracellulaire
n’a été mise en évidence au cours des
divisions méiotiques.

L’augmentation de la synthese protéi-
que au cours des divisions méiotiques
est corrélée a une augmentation de
trois fois de la proportion de riboso-
mes présents dans les polysomes [21].
Cela implique qu’il existe un recru-

MPF et cette augmentation est capa-
ble de doubler le taux de synthese
protéique. Cette hypothese doit tou-
tefois étre écartée puisque ’augmen-
tation de pH n’est pas nécessaire a
I’augmentation de la syntheése protéi-
que [23]. Par ailleurs, le taux de
synthése protéique dépend de la con-
centration intracellulaire en Mg?*.
Une augmentation de la concentra-
tion en ions Mg?* pourrait étre pro-

[ Synthése prote’iqueJ

7

ck il — (_ B, 3 Echange GDP/GTP )

G Ancrage ? )

EF-1

Kinase du

MPF
T

Redistribution cellulaire
du facteur

Figure 4. Hypothése du contréle de la synthése protéique par la kinase
du MPF. Nos résultats permettent de proposer un schéma du contréle de la
synthése protéique par la phosphorylation des protéines au cours des divisions
méiotiques. Le MPF peut agir sur le mécanisme de la phase d’élongation de
la synthése protéique en phosphorylant directement la sous-unité y du facteur
d’élongation EF1, mais aussi les sous-unités échangeuses de GDP/GTP, par
I'intermédiaire de son action sur la caséine kinase Il (CKll). La sous-unité y pour-
rait jouer un réle d’ancrage du complexe EF1 et la phosphorylation de cette
protéine d’ancrage serait le signal de la redistribution intracellulaire du facteur
d’élongation de la synthése protéique EF1.
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tement d’ARNm pendant la matura-
tion, soit par démasquage [25], soit
par changement de localisation. En
effet, les ARNm ne sont pas tous dis-
tribués de facon wuniforme dans
I'ovocyte. Certains sont localisés, tel
Vgl, au niveau de ’hémisphere végé-
tatif [26] et, au cours des divisions
méiotiques, il existe une redistribu-
tion d’ARNm [27]. Cependant, le
recrutement d’ARNm n’est pas suf-
fisant pour expliquer I’augmentation
de la synthése protéique puisque la
traduction d’ARNm exogenes dans
des ovocytes en prophase se fait au
détriment de celle des ARNm endo-
genes, cela résultant de I’inhibition de
la machinerie de la traduction (voir ci-
dessus). Puisque I’activité spécifique
des facteurs d’initiation et d’élonga-
tion de la synthése protéique n’est
pas modifiée au cours des divisions
méiotiques [28], un des facteurs régu-
lateurs de la synthese protéique serait
la disponibilité des éléments de la
machinerie de la traduction. Cette
hypothese est plausible puisque cer-
tains facteurs nécessaires a la synthese
protéique, comme les facteurs d’élon-
gation, sont distribués dans différents
compartiments de la cellule [29, 30].

MPF, phosphorylations
et synthése protéique

Les signaux responsables des change-
ments de la machinerie de traduction
sont induits par le MPF dont la sous-
unité catalytique est une protéine
kinase. Plusieurs protéines interve-
nant dans le mécanisme de traduction
peuvent étre contrOlées par phos-
phorylation/déphosphorylation. Ce
sont des protéines régulatrices dc
I'initiation et de I’élongation, des pro-
téines ribosomiques ainsi que des
enzymes nécessaires a 1’élongation tel-
les que les aminoacyl-ARNt synthé-
tases [31]. Parmi les protéines phos-
phorylables impliquées dans le con-
tréle de la synthése protéique, nous
avons montré que la sous-unité y du
facteur d’élongation EF1 (elongation
factor 1) est phosphorylée in vivo par
la kinase du MPF au cours de la
maturation [32, 33]. Deux sites
potentiels de phosphorylation (KTPE
et TPKK) sont présents, respective-
ment en positions 46 et 230, dans la
séquence protéique déduite de celle
de I’ADNc.
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De plus, deux des sous-unités du fac-
teur d’élongation EF1, les sous-unités
B et 6 qui possedent une activité
d’échange GDP/GTP nécessaire a la
phase d’élongation, sont des substrats
de la caséine kinase II [29]. Cette
kinase est phosphorylée et activée par
la kinase du MPF. Celle-ci pourrait
donc controdler, par ’intermédiaire de
la caséine kinase II, les sous-unités
échangeuses de GDP/GTP de la
phase de I’élongation de la synthese
protéique et ainsi agir sur le méca-
nisme de la traduction.

Au cours des divisions méiotiques de
I’ovocyte de xénope, parmi les pro-
téines dont le taux de phosphoryla-
tion augmente, deux, au moins, sont
impliquées dans la synthese protéi-
que : la protéine ribosomique S6 et le
facteur d’élongation EF1. La phos-
phorylation de la protéine ribosomi-
que S6 permettrait le recrutement des
ribosomes dans les polysomes [35].
Cependant, dans I’ovocyte, ’augmen-
tation de la phosphorylation de S6
peut avoir lieu sans augmentation de
la synthese protéique et, inversement,
I’augmentation de la synthese protéi-
que peut intervenir sans augmenta-
tion de la phosphorylation de S6 [23].
Aussi le role de la phosphorylation de
S6 au cours de la maturation reste
encore a élucider.

La mise en évidence de la sous-unité
v du facteur d’élongation EF1 comme
cible physiologique du MPF constitue
un lien direct entre ’activité MPF et
la machinerie de la traduction. La
phosphorylation de cette protéine
pourrait étre un signal de change-
ment d’activité d’un des éléments du
complexe EF1 et aboutir non seule-
ment 2 une augmentation du niveau
global de la synthése protéique, mais
peut-&tre aussi a une lecture différen-
tielle des ARNm [36, 37].

La phosphorylation de la sous-unité
v de EFl par le MPF est en effet
corrélée a2 un changement de locali-
sation de ce complexe au cours de la
maturation [29]. Cela suggeére que
cette sous-unité pourrait jouer un role
de protéine d’ancrage du complexe et
que sa phosphorylation pourrait étre
un signal de redistribution intracellu-
laire du facteur d’élongation, contro-
lant ainsi localement la synthese pro-
téique. Tous ces mécanismes ne sont
d’ailleurs probablement pas limités
aux ceufs d’amphibiens ; nous avons,

en effet, récemment montré que la
sous-unité vy du complexe EF1 isolé
de foie de lapin est, elle aussi, un
substrat de la kinase du MPF (résul-
tats personnels non publiés), ce qui
suggere que la phosphorylation de
EF1 intervient également au cours
des divisions mitotiques de cellules
somatiques de vertébrés supérieurs. A
partir de ces données, on peut pro-
poser un modele du contréle de la
synthése protéique par le MPF,
relayé notamment par EF1 et la
caséine kinase II (figure 4). Des étu-
des ultérieures permettront de tester
ce modele, probablement trop simple
dans I’état actuel de nos connaissan-
ces, et de déterminer son application
a différentes especes et a différents
types de cellules W

Summary

Phosphorylation and protein
synthesis during oocyte’meiosis

During the past few years, both
genetic studies in yeast and bio-
chemical analysis in oocytes, have
lead to the characterization of a
universal protein kinase involved
in the regulation of cell division
control. This protein kinase is cal-
led p34<? it phosphorylates
preferentially histone H1 in vitro,
and is part of a heterodimer
which constitutes in association
with a protein of the cyclin
family, the so-called MPF or M-
phase promoting factor. Using
meiotic maturation of xenopus
oocytes as a model, we have cha-
racterized two substrates of
p34<? kinase activity. One has
been identified to the 7y subunit
of a macromolecular complex
known to be implicated in pep-
tide chain elongation, called elon-
gation factor 1 (EF1). This p47
protein (EF1y) is phosphorylated
by p34¥? during the course of
meiotic cell division and consti-
tutes for the first time a direct

— (Suite p. 678)
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Summary (suite)

link between p34«? activation
and regulation of protein synthe-
sis which occurs during meiosis.
The second substrate of p34<?
is a biochemically well known
protein kinase, casein kinase II,
which happens to be phosphory-
lated on its regulatory subunit,
and consequently activated. This
result provides biochemical expla-
nation to the burst in protein
phosphorylation associated with
p34<? activation. Furthermore,
its provides some clues to the
analysis of the pleiotropic effects
of p34<«? protein kinase. We
discuss in the present report our
findings on p34<? protein
kinase substrates using xenopus
oocytes, in the light of their rela-
tionship with the regulation of
protein synthesis. We propose
that our discoveries could be of
much wider interest than in
oocyte meiosis since recent data
from ourselves and others indi-
cate that p34<4? kinase can
phosphorylate elongation factor 1
and casein kinase II from other
sources than xenopus oocytes,
including homologous proteins
from mammalian somatic cells.
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