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L ' O R ( ; A N I S A T I O N  DU V I T E L L U S  DANS LES (EUFS 

D ' A M P H I B I E N S  

p a r  

J A C Q U E S  P A N I J E I /  

Laboratoire de Morphologie Animale et de Physiologie cellulaire, t:acult~ des Sciences, 
Universitd de Bruxelles ( Belgique) 

I. I N T R O D U C T I O N  

L'oeuf d'Amphibien, class6 par les syst~maticiens parmi les ceufs "m6sol~cithiques"0 
contient un vitellus abondant distribu6 asymdtriquement entre le p61e animal et le p61e 
vdgdtatif et ddterminant ainsi, au moins en pattie, la polaritd. L'ovogdn~se est essentielle- 
merit caractdrisde par cette accumulation de vitellus (grand accroissement) tandis que 
sa consommation va de pair avec l'embryogdn~se. L'importance fonetionnelle du vitellus 
n'est donc pas douteuse: pourtant,  si de nombreux travaux ont 6t~ consacrds soit ~ la 
description histologique des proc~.s de vitellogdn6se et de vitellolyse, soit ~ des t~tudes 
chimiques sur vitellus isol6, ou sur certains de ses produits d'extraction, il en est peu 
qui se soient appliquds ~ cette dtude sur le plan de la physiologie cellulaire, en faisant 
appel aux mdthodes biochimiques dont l'emploi s'est avdrd si f~cond dans l'analyse des 
constituants cellulaires. Le prdsent travail constitue un essai d'approche effectub en 
ce sens. 

I I .  O B S E R V A T I O N S  P R I ~ L I M I N A I R E S  

I. Donn~es cytologiques: les ph6nomOnes sont tr6s comparables chez la plupart des 
Amphibiens; la vitellog~n6se d~bute, en effet, dans la r6gion corticale o/1 les premieres 
granulations vitellines apparaissent apr~s d~sagr~gation du "noyau vitellin". L'oocyte 
mesure alors de 350 ~ 400 # et le vitellus se pr6sente sous forme de petites granulations 
sphdriques de I ~ 2 ,u de diam~tre; le cytoplasme, tr6s basophile, est d~ja bourrd 
d'inclusions graisseuses, tandis que simultandment, apparaissent les inclusions glyco- 
g6niques. Inclusions vitellines et glycog6niques viennent au contact du noyau et finissent 
par l 'entourer compl6tement ; mais, tandis que la production de glycog6ne reste sensible- 
ment limit6e, la synthbse de vitellus augmente continfiment; aux petites granulations 
initiales font suite des inclusions ovoides de plus en plus grandes et enfin des formations 
parall~lipip6diques ~t coins arrondis dont les plus grandes ne mesurent pas moins de 
15 t, sur leur plus grand axe. Cette p6riode de grand accroissement qui comporte tout 
k la lois production massive de vitellus et diminution progressive de la basophilie 
cytoplasmique va aboutir ~t un remaniement structural sur lequel P A S T E E L S  22 a attird 

* A d r e s s e  a c t u e l l e :  S e r v i c e  d e  B i o c h i m i c  - -  I n s t i t u t  d u  C a n c e r  - -  V i l l e ju i f ,  P a r i s  (F i ' ance ) .  
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l 'a t tent ion et dont  rdsultera l 'organisation topographique du vitellus en trois zones 
distinctes que ]'on retrouve chez l'oeuf mfir: 

~. une z6ne marginale p igment&,  riche en graisses et en glycog~ne, correspondant 
/~ la partie animale de l'ceuf: le matfiriel vitellin, qui ddrive directement de la premiere 
zone sous-corticale de vitellogdni, se, s 'y  pr~sente essentiellement sous forme de petites 
granulat ions sph£'riques et ovoides plus ou moins dispersdes; c 'est ce matdriel qui 
consti tue la tff's grande majorit6 des formations que nous ddsignerons ici comme 
"peti tes plaquet tes" .  

b. unc zone intermddiairc ddrivant d 'une  rdgion basophile sous-nucldaire--laquelle 
se comporte  comme une z6ne de vitellogdn6se secondaire--e t  qui comprend un mdlange 
de formations vitellincs de tailles diverses: il semble qu'il  s'agisse lh, en quelque sorte, 
d'dldments de transition entre les petites plaquettes de la zone i e t  les grandes plaquettes 
de ]a zone .3. 

c. une zone prat iquement  dbpourvue de pigment, bourr6e de grandes formations 

L t~..,~,-.,:~,.~...%___Z6np anima/e de vitellogg, ct~se 
" ~:'#,'o~t.~ pt'imaire(pef#e* p/aque#es) 

~ - -  Z~ne inte~iait'e de 
~,~l viteflogl.n~se serondoire 
~1 (m~lange de petites et 

~ o ~  ~°*0° ;~/ grondes plequettes) 

(glandes plaquettes) 

Fig. I 

vitellines ovoides ou parallblipip~diques 
que nous d~signerons ici comme "gran-  
des plaquettes".  

Le schema ci-contre (Fig. I) montre  
clairement les dispositions relatives des 
trois zones. 

Durant  l 'embryog~n~se, les pre- 
miers clivages s 'effectueront selon une 
telle distribution diff~.rentielle du ma- 
tdriel vitellin: les microm6res contien- 
dront  les petites plaquettes, les macro- 

m6res les grosses et les cellules de la z6ne interm6diaire un mt~lange des deux. On 
voit done que les r(sultats  de l '&ude histologique, si limit6s soient-ils, ne laissent pas 
de doute [sur ee fair impor tant  que le vitel]us est un mat~,riel "organis6", c'est-&-dire 
que, dans la mesure m~me off ]'on voudrait  le consid&er comme un mat6riel de r6serve 
biologiquement " inerte" ,  - nous reviendrons ci-dessous sur ce p o i n t - - ,  on devrait  cepen- 
dant  convenir  qu'il  reste tr6s diff6rent h cet ~'gard des autres inclusions deutoplasmiques, 

- -  granules lipidiques ou glycog~,niques,- - qui, e]les, nc pr~sentent nullement l 'apparence 
de telles zones morphologiquement  organis6es. 

2. Donn~es cytochimiques. Celles-ci sont peu nombreuses et de valeur tr6s discutable. 
Il est difficile d 'a t t r ibuer  une signification chimique aux observations de H. HIBBARD 13 
ou de KONOI'ACK117 qui signalent certaines variations d'affinit6 des plaquettes pour 
divers colorants histologiques. Les seuls r(;sultats s6rieux concernent la basophilie et la 
d6tection de certains acides aminbs (BRACHET ~,3). La basophilie est tr+s faible. La 
if, action de la tyrosine t)ratiqu6e selon "I'HoMAs ~6 on SERRA 2~ est positive, ainsi que la 
rbaetion de l 'arginine pratiqu(,e selon SERRA25: BRACHET signale d'ailleurs que ces deux 
if 'actions sont plus intenses dans les grosses plaquettes que dans les petites. On observe 
donc ainsi un gradient oppos6 h cclui de l 'acide ribonucl6ique cytoplasmique et, comme 
nous le verrons ci-dessous, ,t celui de l 'acide ribonucl~ique du vitellus m~me. Enfin, 
pour ce qui concerne les groupes SH, la rdaction au nitroprussiate est n6gative, lorsque 
la m6thode est appli(lude avec les soins ndcessaires en cytologic, qu 'on ait ou non effectu6 
auparavant  la d6naturat ion par l 'acide trichlorac&ique. BRACHET ~ signale cependant  une 
exception, chez I 'A xolotl, off la r6action est for tement  positive apr~s d6naturat ion brutale. 
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Ainsi, le rdsultat le plus clair de l'6tude microscopique est-il, d'une part, de lier la 
vitellog~n6se comme la vitellolyse au mdtabolisme des nucldoprot~ines et par suite, plus 
gdndralement, ~ celui des composds phosphords, d 'autre part, de faire apparaitre le 
matdriel vitellin comme un matdriel structural oh la distinction entre grandes et petites 
plaquettes notamment semble bien correspondre k une diff6renciation morphologique 
importante. La question se pose alors de savoir si cette diff6renciation a une valeur 
biochimique r6elle et, notamment, si la production des plaquettes vitellines (et ultd- 
rieurement leur m6tabolisation) est li6e au fonctionnement des granules cytoplasmiques 
6tudi~s par CLAUDE 8, BRACHET 4-6, JEENER 6-1s etc., et dont BRACHET 5 a montrd le 
r61e de premier plan qu'ils jouent darts l'ovog~n6se comme dans l'embryog6n6se: il 
s'agit en somme de savoir si cette organisation morphologique du viteUus s'accompagne 
d'une certaine organisation biochimique susceptible d'etre li6e k l'existence et au 
fonctionnement de ces granules cytoplasmiques. C'est pourquoi nous avons cherch6 

fractionner le vitellus selon cette distinction entre "grandes" et "petites plaquettes", 
qui, au moins en premi+re approximation, semble bien correspondre ~ une certaine 
h6t(~rog6n6it6 morphologique et physiologique. 

III. MATI~RIEL E'l" MI~THODES 

I. Operations de ]ractionnement: apr~s diff~rents essais d'orientation sur oeufs de 
Rana/usca et d'Axolotl, dont nous rapporterons plus loin les r6sultats, nous nous sommes 
arr~t~s, pour le travail d6taill6, aux ceufs de Rana esculenta, dont la faible surcharge 
pigmentaire simplifie consid~rablement les op6rations. Les exp6riences sont effectu6es 
de janvier ~ mars. Toutes les op6rations sont faites en chambre froide. Les animaux 
sacrifi~s sont rapidement ouverts, les ovaires, liches en gros oocytes, sont lav6s dans 
NaC1 isotonique froid puis mis en suspension darts une certaine quantit~ de cette solution 
(environ 5 ml par ovaire). On broie alors de fa~on grossi~re au broyeur de POTTER; il 
n 'y  a pas d'int(~r~t k effectuer un broyage tr~s soign6, l 'obtention d'un homog6n6isat 
trop fin compliquant la s6paration ult6rieure du pigment. Le broyat  est centrifug6 en 
tubes coniques, soit pendant 3" en portant progressivement jusqu'~ 3 5o0 t/m puis en 
ralentissant aussit6t pour revenir progressivement "~ l'arr6t, 
soit en centrifugeant 7' a 2 700 t/m. La stratification ob- 
tenue est ainsi fort nette (Fig. 2): on observe les trois 
couches superpos~es d6ja maintes lois d6crites: d6bris cellu- 
laires, vitellus blanc, couche vivement pigment6e, avec un 
surnageant opalescent ~ la surface duquel flotte un im- 
portant g~teau lipidique jaun~tre. On 61irqine le surnageant 
et le g~tteau lipidique. Lorsque la stratification n'est pas nette, 
- -  et notamment, lorsque le vitellus pr~sente une couleur 
plus ou moins marron due ~ une certaine contamination 
par le pigment, - -  il est indispensable de remettre en sus- 
pension dans un plus grand volume de NaC1 isotonique 
(par exemple IOO ml si l'on avait pr6c6demment employ6 
un total de 15 nil) eL de reprendre la centrifugation comme Fig. 2 
ci-dessus. 

Apr~s 61imination du surnageant et du g~teau lipidique, on proc~de "k l'aide d'une 
fine tige de verre au grattage soigneux de la couche pigment6e qu'on 61imine ainsi 
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jusqu'~ apparition ~ la surface de la couche vitelline. On remet en suspension dans deux 
k trois fois le volume precedent (c'est-~t-dire de 3 ° ~t 5 ° m l )  de NaC1 isotonique. On 
61iminc les d6bris cellulaires, soit par d6cantation, soit par tr~s courte centrifugation 
de 30" ~ I 500 t/m. Puis, par quatre & cinq remises en suspension dans ce m~me volume, 
suivies de centrifugations de 3' a I 50o t /m on d6barrasse le vitellus de toute trace de 
pigment. 

On se trouve alors en pr6sence de la fraction "Vitellus total"  que l'on remet en sus- 
pension dans NaC1 isotonique froid (par exemple 200 ml si l'on est parti de trois ovaires). 

Pour v6rification, on effectue un frottis de cette solution. On observe (Fig. 3A) un 
m61ange de "grandes" et de "petites plaquettes" avec, bien entendu, entre les deux, 
des particules de taille interm~diaire, comme sur le vivant;  mais, comme sur le vivant  
encore, il est possible sans difficult~ d'apercevoir qu'une r~partition globale des plaquettes 
s'effectue entre deux maxima de fr~quence seulement, qui, chacun, d6finissent une 
catfigorie de plaquettes on est donc bien fondU, semble-t-il, ~ tenter un tel fractionne- 
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Fig. 4 

ment entre ces deux cat6gories, puisqu'une ~ventuelle cat6gorie de plaquettes "inter- 
m~diaires" devrait dans ces conditions ~tre 6galement d~finie par un maximum de 
fr6quence (Fig. 4). 

Sur les 200 ml de la suspension "vitellus to ta l"  (solution V), 5 ° ml sont conserves 
comme solution t6moin. Au d~but de nos exp6riences, nous nous contentions de con- 
server cette suspension t6moin dans NaC1 isotonique froid pendant la dur6e du fraction- 
nement. Mais, ult6rieurement, il est apparu que, pour des raisons sur lesquelles nous 
reviendrons, il est indispensable pour avoir un t6moin satisfaisant, de mettre alternative- 
ment celui-ci en suspension dans NaC1 isotonique et dans le sucrose I5%,  ~ chaque lois 
que de telles op6rations sont pratiqu~es pour le fractionnement. 

Sur les I5O ml de solution V restante, on proc~de au fractionnement en v6rifiant 
chaque 6tape les progr~s de l'op6ration par examen microscopique de frottis. La tech- 

nique ~ laquelle nous nous sommes arr~t6 a 6t6 la suivante: 
On centrifuge la solution V 3' a 4 ooo t /m de fa~on ~ faire tomber le vitellus sans 

que le culot soit cependant trop compact. On v~rifie que le surnageant ne contient plus 
de plaquettes en suspension; dans le cas contraire on centrifuge jusqu'h ce qu'il en soit 
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ainsi. On r6unit les culots Vt qu'on remet en suspension clans 200 ml tie sucrose "i 33% 
tamponn6 "~ Pn 7 par tampon carbonate o.I M. I1 est n,Scessaire d 'avoir une suspension 
tr6s homog~'ne et, le cas ~ch~ant, il peut fitre utile, si la remise en suspension est difficile, 
de repasser ~ nouveau par l'homog6n6iseur. 

La solution de sucrose \'2 ainsi obtenue est r~.partie dans une ou plusieurs 6prou- 
vettes, les plus longues et los plus (:troites possible. On laisse d6canter en chambre froide 
pendant deux heures et l'on recueille s6parement le surnageant S 2 et le culot G~. Sz est 
centrifug6 I'3O" it 2 8oo t/m, le culot dlimin6:o11 a S a. On ajoute ~t S a un vohlme 6gal 
de tampon de fa~;on it r,Sduire la concentration en sucrose de moitid; on transvase en 
tubes h centrifuger coniques et l'on centrifuge 3 °" ~ 2 8oo t/m. On rejette le surnageant 
et l'on a Pt constitu6 par une tr6s grande majorit(; de petites plaquettes. 

G z est lui-m~me constitu~ par une tr6s grande majorit6 de grandes plaquettes. 
On se trouve done en prdsence de deux fractions Pt et G~ qui sont l'une et l 'autre 

encore des m,~langes des plaquettes des deux categories avec, cependant, en chaque cas 
nette pr,Sdominance de l'une d'elles. Du fair m6me de la taille et de la densit6 des divers 
el£,ments que l'on cherche ~ st~parer, les techniques usuelles de centrifugation sont, 
comme on l 'a vu, impraticables, et l'on est contraint de faire alterner d6cantations et 
br~ves centrifugations h petite vitesse. Par  ailleurs, il n 'est pas possible sans inconvdnient 
d 'augmenter  au del~ de 33% la concentration en sucrose. Nous avons donc dfi, sur les 
fractions de ddpart P~ et G~, op6rer de la fa~;on suivante: 

a. Fraction P~: l'on remet en suspension en solution NaC1 isotonique suivie de 
ddcantation, en 61iminant ~ chaque fois le culot. On rdp('te cette opdration autant de 
lois qu'il est nbcessaire (de trois ~ dix fois selon les cas) pour obtenir une prdparation 
de petites plaquettes d6pourvues de grandes. On a alors P qu'on remet en suspension 
dans un volume connu de NaC1 isotonique (5 °ml ) .  

b. Fraction G~: 1'oi1 remet en suspension dans une solution h volume dgal sucrose 
33%-NaC1 isotonique. On laisse d~canter et l'on dlimine le surnageant. On rdp~te cette 
op(;ration autant  de lois qu'il est ndcessaire (de cinq "t quinze fois) pour obtenir une 
prdparation de grandes plaquettes ddpourvues de petites. Le culot est alors lavd 
plusieurs reprises dans NaCI isotonique et finalement remis en suspension dans un 
volume connu (IOO ml). On a ainsi la suspension de grandes plaquettes G. 

On dispose done ddsormais de P, suspension de "petites plaquettes" et G, suspension 
de "grandes plaquettes";  les cliches reproduits dans les Fig. 3B et 3c montrent  bien que 
cela ne signifie pourtant  pas que chacune des pr~.parations soit enti~;rement ddpourvue 
de ces plaquettes de taille intermddiaire dont il a 6td ci-dessus question. C'est ainsi qu'on 
trouve encore en G quelques unes des plus grandes des petites plaquettes et en P quelques 
unes des plus petites des grandes; mais les unes et les autres sont, en chaque cas, en petit 
nombre et l'on peut considdrer que le fractionnement est assez satisfaisant pour per- 
mettre une comparaison valable entre les constitutions des deux types de plaquettes. 

La m~thode de sdparation qui vient d'6tre exposde n'est ~t vrai dire ni commode, 
ni ;~16gante: elle est cependant la seule possible. L'inconvdnient majeur rdside dans le 
nombre des d6cantations et remises en suspensions n6cessaires : par ailleurs cependant, - -  
pour des raisons sur lesquelles nous reviendrons, - -  il est indispensable que le fractionne- 
Inent soit termin6 le plus rapidement possible; ceci exige done de proscrire les ddcan- 
rations "de nuit"  et il peut 6tre ndcessaire dans terrains cas de poursuivre les opt~rations 
durant  i8 heures d'affil6e. De plus, rappelons que chaque 6tape est contr61de par examen 
microscopique: de ce fait, il est certain que l'on est port6 "L une exti~me exigence sur 
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l'aspect des preparations et que ceci amine ~ multiplier les ol~rations; lorsqu'au 
contraire on pratique des centrifugations diff6rentielles sur dl6ments submicroscopiques, 
l'exigence visuelle ne joue plus et la d6fmition physique des fractions, - -  ~ savoir leur 
vitesse de s6dimentation, - -  constitue le crit~re essentiel, sans que toutes sortes d'acci- 
dents possibles (agglomerations, contaminations, destructions de granules etc.) alertent 
le manipulateur. Ici, au contraire, la d~finition physique fait d~faut et la d6termination 
visuelle des fractions est le seul crit~re possible. 

2. M~thodes analytiques. C h a c u n e  des  f rac t ions  a dtd dosde pou r  r e n s e m b l e  de  ses composds  
phosphords .  

A. Mlthodes de dosage: T o u s l e s  dosages  s e n t  effectuds en tr iple.  
L'azote es t  dosd pa r  micro-KJELDAHL. Appare i l  de MARKHAM |0. T i t r a t i on  ~t l ' a ide  d ' u n e  micro-  

burette de LINDERSTReM--LANG. Quantitd de N par prise: xo it 5 ° ~]ml. Mindralisation pax SO4H t. 
Catalyseur au palladium. 

Le Phosphore est dosd par la mdthode de BZmZNBLVM ET CHAXN t. Mindralisation: acide perchlori- 
que et perhydrol; dans le cas d'utilisation des solvants lipidiques, dvaporation prdalable. Quantitd 
de P par prise: de ~ it 6 7]ml. 

Le ribose est dosd par la mdthode it rorcine selon DAVIDSON ET WAYMOUTH I. L& lecture est 
effectude au BECKMANN en prenant soin de prendre toujours la courbe caractdristique entre 4ooo 
et 7 ooo A de fa~on ~t dliminer toute erreur due aux surcharges en hexose. 

L'absorption ¢aract~risthlue des bases puriques et pyrimidiques est utilisde chaque fois que le 
dosage it l'orcine est impossible; l'acide trichloracdtique est dlimind par lavages rdpdtds it rdther. 

B. M~thode de s~paration des diverses #actions phosphor~es : la m d t h o d e  de  SCltmDT ZT TANN- 
HAUSV-R t6 a dtd adop tde  e t  ut i l isde it que lques  ddtai ls  pr~s. Nous  n o u s  c o n t e n t e r o n s  d ' en  rappe ler  ici 
Ics phases essent ie l les :  

a. P rdc ip i ta t ion  des  f rac t ions  pa r  r a c i d e  t r i ch lo racd t ique  (5%) it f roid:  le s u r n a g e a n t  S l c o n t i e n t  
tout le P aeido-soluble: le P inorganique est  dosd apr~s prdc ip i ta t ion  magnds i enne ;  le P/avilement 
hydrolysable soluble es t  dosd apr~s hyd ro lyse  dans  HCI N 7' it Ioo°;  le P nucl~otidique es t  dosd apr~s 
mindra l i sa t ion  pa r  diffdrence avec  les prdcddents  et  conf i rmat ion ,  soi t  pa r  dosage  it r o rc ine  soit  pa r  
dosage  en U.V.  

b. Le  cu lo t  de prdc ip i ta t ion  G 1 con t i en t  tout le P non avido-soluble. On ex t r a i t  le P lipidique 
pa r  p lus ieurs  ex t r ac t i ons  success ives  it c h a u d  en rndlange alcool-dther;  on dose  apr~s dvapora t i on  
du  s o l v a n t  e t  rnindral isat ion.  Le rdsidu G s es t  hydro lysd  24 heu res  A 37 ° p a r  N a O H  N : l 'ac ide r ibonu-  
cldique es t  a ins i  ddpolymdrisd en mononucldot ides ,  le P des phosphoprot~ines es t  sous  fo rme  de P 
i no rgan ique :  ces nucldot ides  e t  ce P se t r o u v e n t  d a n s  le s u r n a g e a n t  St oh ils s o n t  dosds:  le P inorgan i -  
que  p a r  p rdc ip i ta t ion  magnds ienne ,  le P nuc ldo t id ique  pa r  diffdrence apr~s  mindra l i sa t ion ;  on con-  
f i rme it l 'orcine ou en U.V. e t  l ' on  a ainsi  le P ribonuvlJique. E n  rdalitd, it c6td de  ces d e u x  fo rmes  
de  P,  se t r o u v e  dgalernent  u n e  tr~s pe t i t es  q u a n t i t d  de P d'origine ribose-phosphate que  l 'on  dose 
apr~s prdc ip i ta t ion  de Ss pa r  i vol. d ' ac ide  t r ich loracdt ique  A I o %  acidifid p a r  2/~o vol. HCI 6 N :  
ce prdcipitd,  qu i  con t iendra i t ,  s ' i l  y en  ava i t ,  le P ddsoxyr ibonuc ld ique  con t i en t  du  P faci lernent  
hydrolysable0 d o n t  le dosage  it l 'orcine conflrrne qu ' i i  es t  d 'or ig ine  r ibose -phospha te .  

c. Le cu lo t  rdsiduel  G,  c o n t i e n t  du  P non  identif id d o n t  une  par ' t ie es t  f ac i l ement  hydro lysab le .  

IV. RI~SULTATS ANALYTIQUES 

COMPOSITION H~T]~ROGI~NE DES DIFF]~RENTS TYPES DE PLAQUETTES 

A. R~sultats 

Nous avons groupd les r6sultats de nos analyses dans les trois tableaux ci-dessous. 
Dans le tableau I, ~ titre d'exemple nous donnons les chiffres obtenus au cours d'une 
de nos exp6riences valeur moyenne (pour chaque dosage effectud en triple). Les tableaux 
II et III comportent les chiffres moyens  de trois exp6riences concernant d'une part les 
quantit~s de P des diverses fractions par mg de N, d'autre part les pourcentages des 
diverses formes de P par rapport au P total. 

B. Valeur du ]ractionnernent: Comme il ressort du tableau I, la concordance 
g~n6rale est satisfaisante; c'est ainsi que, si l'on fait la somme des diff6rents P dos&% 
on retrouve avec une erreur inf6rieure ~ 5 % les chiffres de la fraction globale k laqueUe 
ils appartiennent: 
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P acido-sol. + P lip. + P hydrolys6 par NaOH + P r~siduel 

V 267.5 7 
G 174.75 3' 
P 62.2  3' 

Somme: des diff&ents P acido sol. - -  des diff. P hydr. par NaOH 

V 8.6 3' 2o8.1  3' 
G 6.7 3' I35.I 3' 
P 2.7 3' 57 

Pt  dos6  

263 y 
175 Y 

64 3' 

Pdos~ Pdos~ 
a .s .  in .s .  

9.5 7 208 y 
6.75 3' I36 3' 
2.7 3' 57 3' 

Les chiffres obtenus au cours de trois experiences diff&entes ne s'¢loignent pas en 
moyenne de plus de 15% des chiffres de l'exp&ience rapport& ici. Dans un seul cas, 

TABLEAU I 

i i 
I 

~2o85 263 9.5 6 O . I  1 2.5 
! 

x 325 1.4 25 I36 17 
i 

684 0 . 9  3.5 57 7 

I75 6.75 5.3 - -  

64 2.7 I 0.8 

4 ° 208 24 o.i 185 xo 1.9 

o.i xi8 7 I 

- -  5 ° 2.5 . _ _  

J 

TABLEAU II  
D E S  D I F F I ~ R . E N T E S  F O R M E S  D E  P PAl~ mg D E  N D E S  S U S P E N S I O N S  

I P, IP. l I P,. 
V 125 5 3 0.05 

G. 132 5 3 - -  

P 93 4 1.5 1.2 

Pr.pa 

o.8 

Pr.ph. P,.~ 

1 . 2  

I 

1.3 

e l  ip .  P i n . $ .  

1 9  I O 0  

i8 i io2 

5 83 

Pr.tL 

I I  

I2.5 

I O  

Ppy.L 

0.05 

o.o7 

Pi.pr. 

89 

89 

73 

P r ~  PTr~. 

4.9 0.9 

5.2 0. 7 

3.6 I . I  

TABLEAU I I I  
P O U R C E N T A G R S  D E S  D I F F ~ I ~ E N T E S  F O R M E S  D E  P P A R  R A P P O R T  A U  P T O T A L  

Pt [ Pa.s. Ps.i. [ P7s. Ps.m Plip. Pin.s. Pr.n. Ppy.i Pi.pr. [ Pr&. I P7r~s. 

zoo 3-7 2.3 0.04 0.95 t5 79-3 9 °.04 

xoo 3.8 2.2 0.76 13.8 78.5 9 o.o5 

xoo 4.2 1.6 I. 3 z. 4 5.8 89 H - -  

P~.p~. 
I 

7o.6! 

68.5 

78.5 
i 

3.8 o.7 

4 o.6 

3.7 -- 1.2 

Lf~GENDE: V: Vitellus total ;  G: grandes plaquettes;  P:  petites plaquettes;  Nt:  N total ;  P t :  

P total ;  Pa.s.: P acido-soluble total ;  Ps.i.: P inorg, acido-soluble; P7s: P facilement hydrolysable 
acido-soluble; Ps.m: P nucMotidique vral  acido-soluble; Pup.: P lipidique; Pin.s.: P non acido- 
soluble, hydrolys~ par  NaOH N e t  res tant  clans le surnageant  de la pr6cipitation acide trichlorac&ique- 
acide chlorhydrique; Pr.n.: P ribonucl~ique de la pr6c~dente fraction; Ppy.L: P pyrophosphorique 
de la pr~c6dente fraction; PLpr : P phosphoprot~ique de la pr6c6dente fraction; Pr~. P r~siduel; 
PT: P r~siduel facilement hydrolysable; Pr.ph.: P du ribose-phosphate. 
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nous avons obtenu des r6sultats aberrants;  nous ne pouvons nous en expliquer la raison 
avec certitude; peut&tre l '~tat d 'avancement  des oocytes utilis~s au cours de cette 
experience entre-t-il en jeu. 

C. H~t~rog£n2it~ des diff~rentes sortes de plaquettes: l 'examen des tableaux I I  et I I I  
att ire l 'a t tention sur les points suivants: 

a. Grande similitude entre les r6sultats relatifs au vitellus total  V e t  aux grandes 
plaquettes G: ce fait n 'a  rien de surprenant et constitue m~me une v6rification compl6- 
mentaire de la bonne marche du fractionnement, puisque, si l 'on admet,  selon une 
appr6ciation quanti tat ive grossi~re, que les quantit~s de substances pr6sentes dans les 
plaquettes sont fonction de leurs dimensions, on peut ais~ment apercevoir que, d'apr~s 
la seule r6partition des plaquettes entre les diff6rentes tailles, - -  les grandes plaquettes 
constituent plus de 8o% du materiel vitellin en g~n~ral. 

b. Existence de diff6rences tr~s notables entre grandes et petites plaquettes, dont 
les plus importantes concernent: 

- -  le chiffre global de P: celui-ci est net tement  plus faible chez les petites que chez 
les grandes plaquettes;  

- -  la diversit6 des diff~rentes sortes de P pr6sent: les grandes plaquettes apparais- 
sent comme des organites beaucoup plus h6t6rog~nes que les petites; celles-ci contiennent 
en effet pros de 90% de leur P sous forme de P nucl~o- et phosphoprot~ique, alors que 
les grandes plaquettes en contiennent moins de 80 %* ; par contre le chiffre de P lipidique 
est notablement plus faible chez les petites plaquettes: moins de 6% au lieu de 13.8%; 
cette derni~re observation est de quelque importance: en effet, h la suite des t ravaux 
de HOLTFRETER 14, u n e  confusion f~cheuse s'est produite entre lipochondries et petites 
plaquettes, qui a pu m6me conduire certains auteurs ~ nier l 'existence de ces demi~res; 
nos r~u l t a t s  montrent  qu'en r~alit6, petites plaquettes et lipochondries sont bien dis- 
tinctes: les lipochondries sont centrifug~es sous forme du gAteau lipidique 61imin6 d~s 
le d~but et quant  aux "contaminations" 6ventuelles des plaquettes, - -  et notamment  
leur adsorption au niveau des grandes plaquettes - - ,  les lavages r6p~t6s les 6liminent 
en presque totalit6 (la parfaite r~gularit6 de forme des grandes plaquettes et la raret~ 
m6me des figures "ampoul6es" d~crites par HOLTFRETER constituent une v~rification 
microscopique directe de ce fair). 

D. Valeur g~n~ral, des r~sul2ats: la notion d'h6t~rog6n6it~ biochimique entre les 
diff~rentes sortes de plaquettes semble avoir valeur g~n6rale, du moins chez les Amphi- 
biens; nous avons, en effet, effectu6 des s6parations analogues entre grandes et petites 
plaquettes chez Rana ]usca et chez l'Axolotl, sans cependant poursuivre l 'analyse 
d~tail16e. Voici les r~sultats obtenus pour le N total  et le P total:  (chiffres moyens de 
3 et 2 exp6riences). 

Rana/.,ca ( os oocytes) 

Axolotl (ceufs f~cond~s) 

N t (~/ml) Pt (~/ml) ~ de P par mg de N 

V: 483 7 ° 145 
G: 644 94 146 
P: 227 21 96 

V: 199 24 12i 
G : 37 ° 46 124 
P: 178 18 IOI 

* Les observations faites par JENKINSON 16 et confu-mc~s par BRACHET s relatives au contenu 
ribonucl6ique du vitellus se tTouvent donc ici pleinement v6rifi~s. 
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On voit donc que l'on retrouve bien ici des chiffres du m~me ordre que ceux obtenus 
avec Rana esculenta. 

E. Donn&s compl&n,ntaires sur l'h~t&og~n~it~ chimique des plaquettes: nous avons 
cherch6 ~ examiner par une autre voie de quelle nature pouvait  ~tre cette h&&og6n6it6 
de composition entre les diff6rentes sortes de plaquettes. A cet effet, nous avons repris 
la vieille exp&ience de FAURI~-FREMIET ET Do VIVIER DE STREEL 10 qui ont eu le 
m6rite d'aborder les premiers dans un excellent travail l'6tude biochimique du viteUns. 
Ces auteurs ont en effet montr6 qu'une proportion importante du vitellus &ait soluble 
en soude dilute et que cette fraction soluble ~tait riche en P, alors que la fraction inso- 
luble &air au contraire fortement enrichie en S. Nous avons donc dos6 le P des fractions 
solubles en soude N/2o en partant  des m~mes pr6parations de plaquettes dont l'analyse 
d6taill6e est donn& dans le tableau I. Les r6sultats sont les suivants: (de P par ml 
de suspension; m~mes notations que pr&6demment). 

T A B L E A U  IV 

Pt Pin s Psot. dans [ -o~ ° • • NaOH N/2o % Psol./Pt P~l./Ptu.s. 

V 

G 

P 

263 

z75 

64 

2o8 

I36 

57 

i74 ] 66 

I3 o 69 
! 

32 ..... 50 

83 

95 

56 

II apparait donc bien ici qu' au niveau m~me des nucl6o- et phospho-prot6ines se 
situe une difference de constitution essentielle entre petites et gra_udes plaquettes: au 
lieu que la quasi-totalit6 des nucl6o- et phospho-prot~ines des grandes plaquettes est 
ais6ment soluble en solutions alcalines, seule une fraction en est soluble dans les petites 
plaquettes; on peut v6rifier d'ailleurs, par la r6action ~ Porcine, que c'est surtout la 
fraction nucl6oprot6ique qui est soluble chez les petites plaquettes et que par contre 
la plus grande pattie du mat6riel non alcalino-soluble est de nature phospho-prot6ique. 
Ces observations confirment donc bien la notion d'une h6t6rog6n6it6 profonde de 
composition entre les deux cat6gories de plaquettes, h&6rog6n6it6 qualitative tout 
autant  que quantitative. Notons encore, que, darts une m~me perspective, il est normal 
de s 'attendre ici ~ ce que le d&alage des pourcentages soit plus grand dans la fraction 
vitellus total, par suite de l'existence de l ' important d~calage des petites plaquettes 
c o m p o s a n t e s , -  d&alage non enti~rement combl6 par les grandes plaquettes qui s 'y 
trouvent.  

F. Variabilit2 accidentelle dans la composition du vitdlus: au cours des operations 
de fractionnement deux circonstances accidentelles peuvent se produire qui risquent 
de modifier profond6ment la composition du vitellus; la premiere a lieu lorsqu'on 
n6glige de pratiquer sur le vitellus t6moin Vles  centrifugations, d6cantations et remises 
en suspension effectu6es sur le vitellus servant au fractionnement. I1 suffit alors, en 
chaque cas, de centrifuger suffisamment (2 5o0 t/m pendant 5' pour NaC1; - -12 ooo t /m 
pendant IO' pour le sucrose) pour 6tre stir de faire tomber tout le vitellus; mais ~ d6faut 
des ces pr&autions, on observe une surcharge notable en P lipidique qui peut atteindre 
j usqu'~t 25 % des quantit6s usuelles; il est vraisemblable qu'il s'agit I~ d'une adsorption 
d'616ments lipochondriaux, 61imin6s par les lavages r6p6t6s. Nous nous sommes assur6 
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que, apr~s 5 ~ 6 lavages, le chiffre de P lipidique restait constant, les grandes plaquettes 
conservant leur forme r6guli~re au microscope. 

Le second accident a lieu lorsqu'on omet de conserver le vitellus t6moin ~ tempera- 
ture suffisamment basse (o ° au moins). On observe alors une chute du P phosphopro- 
t6ique (jusqu'~ 30% en 24 heures) accompagn6e d'un enrichissement consid6rable en 
P inorganique (500 ~ 600%). I1 s'agit 6videmment 1~ d'un proc~s d'hydrolyse spontan6 
du type de ceux sur lesquels nous allons revenir, n e s t  ais6 d 'y  parer en travaillant 
k froid et en prenant la pr6caution compl6mentaire de stocker V dans le sucrose 15 % 
pendant les intervalles d 'at tente du ~ractionnement. 

V. DISTRIBUTION ET MODALIT~S D'ACTION DE LA PHOSPHOPROT]~INE PHOSPHATASE 

La nette difference de constitution entre petites et grandes plaquettes confirme 
darts une certaine mesure la notion cytochimique d'une "organisation" du vitellus, 
radicalement incompatible avec l'ancienne conception d'un vitellus "inerte", simple 
materiel de r~serve d6nu6 de toute activit6; il est clair, en effet, que, des petites aux 
grandes plaquettes, cette h6t6rog~n6it6 chimique marque qu'il se produit une ~volution 
vers la complexit6 croissante. 

Les observations de BRACHET 5 et les exp6riences de HARRIS xt concernant les proc~s 
enzymatiques d'hydrolyse des phosphoprot6ines, - -  dont nous venons de rapporter 
ci-dessus un exemple d'hydrolyse spontan~e - -  prennent dans ces conditions une signi- 
fication nouvelle. I1 est 6vident, en effet, d'apr~s l 'importance m~me des quantitbs 
de P lib6r6 par hydrolyse spontan~e du vitellus, que ce proc~s doit affecter au premier 
chef les grandes plaquettes. On peut se demander alors si, darts cette perspective, il 
existe une diff6rence d'activit6 enzymatique entre grandes et petites plaquettes. 

Nous avons d'abord essay6, pour 6viter la surcharge en P due ~ l 'hydrolyse des 
plaquettes m~mes, d'en extraire une fraction hydrosoluble active. Ces essais n 'ayant  
pas donn~ de r6sultats satisfaisants, nous avons effectu6 le dosage en mettant  en contact 
les suspensions de vitellus contre une solution de cas6ine. 

TECHNIQUE: dans chaque tube it centrifuger, ~ ml de suspension de chiffre de N connu, ~ ml 
de tampon ac6tate PH 5. 6 o.2 M, t~ ml de solution aqueuse de cas~ine Merck it o.x % ;  une s~rie de 
t~moins sont pr6par6s off ~ ml d'eau remplace soit la suspension, soit la cas~ine. Apr~s diff6rents 
essais d'orientation, le temps d'incubation a ~t~ fix~ it x8 h, ~, 2o ° C. Apr~s incubation, on ajoute 

ml d'acide trichlorac6tique it 20%. Apr~s une demi-heure it la glaci~re, on centrifuge, on dose 
le P dans le surnageant par la m~thode de BERENBLUM ET CHAIN 1. 

Les r6sultats sont les suivants, par mg de N de chacune des suspensions utilis6es: 

V G P 

7 de P lib6r6s: 77 3 ° 112 

II semble donc bien que l 'enzyme se trouve principalement concentr6 au niveau 
des petites plaquettes. Toutefois, il s'en trouve ~galement une quantit6 non n~gligeable 
au niveau des grandes et l'on ne peut d6cider s'il s'agit d'une activit6 intrins~que de 
ceUes-ci ou d'une simple adsorption ou de la part  prise par les petites plaquettes encore 
pr6sentes dans la fraction G. Quoiqu'il en soit, ii n'est pas douteux que la majeure 
partie de l'activit6 se trouve concentr~e au nivean des petites plaquettes: celles-ci 
joueraient donc le r61e le plus actif dans le cadre de l'organisation g~n6rale du vitellus 
et cette id6e nous parait 6galement trouver quelque v6rification dans les exp6riences 
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de contrble que nous avons faites au d6but de nos experiences sur les liquides de mise 
en suspension des grandes plaquettes: alors que l'hydxolyse spontan~e du viteUus total, 
- -  olt les petites plaquettes voisinent avec les grandes, - -  est extr6mement importante, 
celle des grandes seules reste toujours beaucoup plus faible. 

VI. DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

I. Ces divers r~sultats permettent, nous semble-t-il, de pr~ciser en quelque mesure 
les observations d'ordre cytochimique rapport~es plus haut. D'une part, certes, la 
filiation entre petites et grandes plaquettes d~ja d~montr~e par l'analyse cytologique, 
ne saurait ~tre mise en doute, mais d'autre part, il apparatt d~sormais avec 6vidence 
que ce proc~s ne consiste pas seulement en un simple changement de taille: il s'agit en 
r&dit~ de toute une ~volution vers la complexit~ croissante, partant  d'organites de 
composition assez homog~ne pour aboutir ~ des organites nettement diff~renci~s; alors 
que les petites plaquettes sont pour 9o% de nature prot~ique, les grandes plaquettes 
sont lipido-prot~iques; encore, bien entendu, serait-il n~cessaire de faire l'analyse des 
glucides et de poursuivre ~ propos des composds soufr~s une ~tude analogue ~ celle qui 
vient d'etre faite ~ propos des ~l~ments phosphor~s. 

Une comparaison fructueuse peut s'~tablir, semble-t-il, avec les ~l~ments ultra- 
microscopiques s~dimentables du cytoplasme ~tudi~s par CLAUDE s, BRACHE~' ~' e, 
JEESER e-x5 etc. On salt, en effet, que CLAUDE a class~ ceux-ci en deux grandes categories: 
les petits granules ou "microsomes", et les "gros granules" identifi~s notamment aux 
mitochondries. Or CHANTRENNE 7 a pu d~montrer que l'utilisation des m~thodes de 
centrifugation ne permettait  pas de conclure k l'existence naturelle de telles categories 
tranch~es: les vitesses et les temps de centrifugation sont, en effet, choisis arbitraireraent 
et d~finissent successivement des organites de composition et de nature diff~rentes; dans 
ces conditions, deux solutions diff~rentes peuvent ~tre propos~es au probl~me pos~ par 
la constitution des granules : ou bien, comme le soutient CLAUDE, l'on attribue k chacune 
des deux categories de granules une fonction caract~ristique d~finie,un r61e physiologique 
et morphologique d~fini et l'on est conduit ~ admettre que les "gros granules" r~sultent 
de l'association d'un certain hombre de microsomes, - -  ou bien, ainsi que l'impliquent 
les experiences de CHA~m~NSE, - -  l'on consid6re que la cellule est le si~ge d 'un proc~s 
continu d'enrichissement autour d'un "germe" nucl~oprot~ique, par quoi les granules 
tendent ~ se compliquer progressivement de fonctions et de constitua~uts nouveaux, 
sans que des categories d6finies puissent ~tre ~tablies. 

I1 nous appaxalt que les experiences effectu~es sur le viteUus peuvent apporter ici 
quelque clart6; les operations de centrifugation des granules cytoplasmiques sont, e n  

effet, effectu~es ~ l'aveugle*; darts le cas du vitellus, au contraire, le contr61e visuel 
accompagne constamment les ~tapes du fractionuement. II est possible alors de conce- 
voir que les conditions de s~paration, sont, toutes choses ~gales d'ailleurs, analogues 
dans le cas des granules et darts celui des plaquettes. Entre grandes et petites plaquettes 
existent, nous l'avons vu, des plaquettes de taille interm~diaire, d'ailleurs impossibles 

s~parer, pour des raisons m~caniques, en se fiant ~ la seule d~finition des conditions 

* C H A N T I ~ E N N ] $  7 a cependant  pris soin de rechercher ~ l°ultra l°aspect de diverses  fractions: 
mais ,  en ce t te  c irconstance  rn~me il s 'agit  en r~alit~ d'une observat ion  plus que d'un contrSle;  les 
fractions centrifug~es sont  "accept~es" et  leur aspect  microscopique ne c o m m a n d e  nul lement  l ' ex l~r i -  
mentat ion .  
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de centrifugation: ceci est, ~ n'en pas douter, l'image d'une continuit6 amplement 
d6montr~e k l'~chelon submicroscopique par les exp6riences de CHANTRENNE. Toutefois, 
il n'en reste pas moins que la r6partition des plaquettes s'effectue darts l'ensemble entre 
deux maxima seulement, et l'on est ainsi fond6 k parler de deux categories de plaquettes. 
C'est par lk, pensons-nous, que l'on peut songer k retrouver les rc~mltats de CLAUDE. 
Aces tailles moyennes, ainsi "cat~goris~es" correspondent d'ailleurs une certaine struc- 
ture caract6ristique (sph~ricit6 des "petites", paraU61ipip~disme des "grandes") et, 
comlne nous venons de le voir, une constitution et une activit~ particuli~res. 

2. On est amen6 alors ~ penser que, daus le d6roulement continu de la vie ceUulaire, 
les organites, visibles ou non, sont le si~ge de proc~s de complication progressifs d'ordre 
essentiellement quantitatif et amenant ~ des seuils qualitatifs discontinus: on peut 
admettre ainsi qu'il existe des conditions de stabilit6 maxima pour les granules infra- 
visibles, tout comme il est visible qu'il en est pour les plaquettes vitellines, conditions 
qui pourraient r6sulter de r~arrangements internes des constituants se produisant ~ des 
degr~s d'association bien d6finis, ~ des seuils de complication bien d~termin6s. 

Darts cette perspective, on est conduit ~ se demander si de tels proc~s ne jouent 
pas non plus pour relier en somme de fa~on ou d'autre les 61~ments vitellins aux granules 
cytoplasmiques; il y aurait ainsi, non seulement filiation entre petites et grandes 
plaquettes, mais aussi peut-~tre entre petites plaquettes et granules cytoplasmiques. 
Nous avons pens~ que l'existence de la phosphoprot~inephosphatase qui semble bien 
correspondre k une activit6 enzymatique bien d6finie et relativement Sl~Cifique pourrait 
ici fournirun moyen d'approche; nous avons donc dos~ les diff~rents granules cytoplasmi- 
ques pour une teUe activit6. Nous extrayons d'un travail en cours effectu~ en collabo- 
ration avec I~EBUFFAT ET SHAVER ~4 quelques chiffres significatifs: 

Experiences effectu~es sur petits oocytes (chiffres moyens de 3 experiences) (d~but 
de vitellog~n~se) 

7 Acide Ribonucl~ique/mg de N Activit~ prot~inephosph. 
/rag de N (7 de P lib~r6s) 

Gros granules 1.461 43 
Moyens et petits granules 2.930 222 
Sumageant 963 9 

Des chi~res comparables se retrouvent ~ d'autres stades de l'ovog~n~se. II est tr~s 
probable clue la phosphoprotdine phosphatase intervient dans l 'attaque du viteUus lors 
de l'embryog~n~se. LEHMANN met  BRACHET (observations non publi~.s) ont signald, en 
effet, que le viteUus est attaqu~ d'abord dans les zones riches en granules basophiles. 
Mais rien n'interdit de penser que cette coexistence d 'un m~ne enzyme si particulier 
au nivcau d'~l~ments si diffdrents signale dans une certaine mesure une filiation struc- 
turale et fonctionneUe. Au demeurant, les observations que nous avons rapport~es 
concemant le comportement chimique des fractions nuclei- et phosphoprot~iques ne 
sugg~rent-elles pas clue l'acide s~rine-phosphorique, m dont les travaux de LXPMANN 19 et 
surtout de POSTERNACK u indiquent qu'il renferme la quasi-totalit~ du P retrouv~ dam 
les phosphoprot~ines, m puisse cependant etre int~ress~ par des syst~mes de liaisons 
variables suivant les divers types de phosphoprot~ines. Rappelons d'aiUeurs ici que, 
d'une part, comme FEXNSTEIN ET VOLK n l 'ont montr~, la phosphoprot~ine phosphatase 
n 'at taque pas l'acide-s~rine phosphorique, et, d'autre part, qu'un travail r6cent de 
MECHAM ET OLCOTT tl a permis l'isolement ~ partir du jaune d'ceui d'une phospho- 

BibliograpMe p. 356. 



356 J. PANIJEL VOL. 5 (195o) 

protdine pure ayant lO% de P, dont la majeure partie sous forme d'acide s~rine-phos- 
phorique. On peut penser que ces possibilit6s de variation des phosphoprot6ines contri- 
buent notamment ~. faire des petites plaquettes des orgenites de composition homog~ne 
mais pr6sentant une suffisante plasticitd structurale. C'est, 1~ encore, nous semble-t-il, 
un point de rapprochement de quelque intdr~t avec les granules cytoplasmiques mis en 
6vidence par l'emploi des m6thodes de centrifugation, grace ~ quoi s'6clairent quelque 
peu les observations cytochimiques qui font apparaltre, tent dans la vitellog~n~se que 
dans la diffdrenciation, des rapports constants entre basophilie et plaquettes vitellines. 

Ce travail a 6t6 effectu6 durant un sdjour au Laboratoire de Morphologie animale 
et de Physiologie ceUulaire de la Facult6 des Sciences de l'Universit6 fibre de BruxeUes 
poursuivi grace ~ tune bourse d'6changes des chercheurs franco-belges. 

RI~SUMI~ 

La s6paration des plaquettes vitellines des oeufs d 'Amphibiens  est effectude par  l 'emploi d 'une 
mdthode a l te rnant  centrifugations lentes et  ddcantations en solutions de NaCI isotonique et de 
sucrose 33~/o. Deux categories diff~rentes, les peti tes et  les grandes plaquettes,  peuvent  6tre ainsi 
c a r a c t ~ r ~ .  Ana lys~s  pour leurs compos~s phosphor6s et  leur activit~ phosphoprot~ine-phospb.ata- 
sique0 elles apparaissent  comme sensiblement diffdrentes. Les rapports  avec les granules cytoplamiques 
s6parables par  centrifugation diffdrentielle sont  discutds. Diverses observations tendent  ~ faire 
admet t re  une certaine diversit6 clans la s tructure des phosphoprot~ines en t ran t  dans la composition 
des plaquettes. Les peti tes plaquettes  apparaissent  ainsi comme des organites dotds d 'une activitd 
et d 'un  r61e impor tan t  dans rovogdn~se et l 'embryogdn6se. 

SUMMARY 

The separation of the  vitelline platelets of amphibean eggs has been effected by employing 
a method which consists a l ternately of slow centrifuging and decanting of solutions in isotonic NaCI 
and in 33~/o sucrose. In this  manner  two different kinds of platelets, small and large can be charac- 
terized. They appear  to be markedly different from one another  when analyzed for their  content  of 
phosphorus compounds and thei r  phospho-protein-phosphatase activity.  The similarity with the 
cytoplasmic granules which can be separated by differential centrifuging is discussed. Various 
observations lead to the  recognition of a certain diversity in the s t ructure  of the  phosphoproteins 
composing the platelets. Thus the  smaJl platelets seem to be small organs endowed with a certain 
act ivi ty  and  playing an  impor tan t  par t  in ovogenesis and embryogenesis. 

ZUSAMMEN FASSUNG 

Die Vitellinscheibchen yon Amphibieneiern wurden durch abwechselndes langsames Zentrifu- 
gieren in einer isotonen L0sung yon NaCI mit  33~/o Saccharose abgeschieden. Man kann auf diese 
Weise zwei Arten yon Scheibchen, kleine und grosse, unterscheiden. Die Best immung der Phosphor- 
verbindungen und der Phosphoproteinphosphatase-Aktivi t~t  in diesen beiden Arten yon Scheibchen 
zeigt bedeutende Unterschiede. Das Verhgltnis zu den ProtoplasmakSrnchen, die durch Differential- 
zentrifugieren get rennt  werden k6nnen, wurde er0rtert.  Verschiedene Beobachtungen weisen darauf  
bin, dass Unterschiede in der S t ruk tur  der Phosphoproteine bestehen, welche die Scheibchen auf- 
bauen. Die kleinen Scheibchen erscheinen so als kleine Organe, die eine gewisse Akt ivi tg t  besitzen 
und die in der Ovogenese und  in der Embryogenese eine wichtige Rolle spielen. 
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