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L 'OVOGEN]~SE CHEZ PHASCOLOSOMA V U L G A R E  

III.  RESPIRATION EXOGt~NE ET ENDOGlkNE DE L'OVOCYTE 

E F F E T  DE L'EAU DE MER 

P I E R R E  H.  G O N S E *  

Station Biologique de Roscoff, Finist~re (France) 

Les ovocytes, eeUules susceptibles d'accumuler des quantit6s importantes de sub- 
stances de r6serve tr~s vafi~es, apparaissent eomme un objet int~ressant pour des 
recherehes sur le m~canisme des syntheses eeUulaires. Sans doute el1 raison de diffi- 
cult6s techniques, ee materiel a ~t~ cependant tr~s peu 6tudi6, en particulier en ce 
qui concerne son m6tabolisme respiratoirO. Seule la physiologie des ovocytes parvenus 
en fin de eroissance est assez bien connue ayant 6t6 ~tudi~e k propos de la f~condation 
ou du d6veloppement embryonnaireS, 4. A des stades d'6volution plus pr~coces les 
donn6es dont on dispose aetueUement sont surtout cytologiques et histochimiques. 
Toutefois les t ravaux r~cents de GRANT ~ et FICQe, 7, portant sur plusieurs stades de 
croissance de l 'ovocyte de Rana et d'Asteria, ont apport6 des r~sultats concemant 
le m6tabolisme du phosphore et des acides amines. 

Les Sipunculides pr6sentent l'int6r~t d'avoir des ovocytes fibres dans le liquide 
coelomique et sans enveloppe folliculaire notable. L'esp~ce Phascolosoma vulgate 
(Blainv.) s'est av6r6e favorable car les ovocytes de routes tailles sont sph6riques ce 
qui permet une mesure pr6cise du volume ceUulaire. Au cours de recherches pr61imi- 
naires, nous avons montr6 que tout l'accroissement s'effectue k l'6tat fibre et que le 
foUicule de 3 h 4 eellules, tr~s r6duit, est transitoire 8. Une 6tude cytologique et histo- 
chimique plus d6taill6e a d6cel6 l'existence, pendant cette croissance, d'6tapes succes- 
sives auxqueUes les ceUules parviennent lorsqu'elles atteignent des tailles bien 
d6termin6es 9. La croissance, dont la dur6e totale paralt 8tre de plusieurs mois, est 
bloqu6e en hiver ~ un stade pr6cis. D'une fa~on g6n6rale la vitesse de cette croissance 
change lorsque la ceUule passe d'une phase ~ la suivantO o. 

L'existence de tels synchronismes 6tait une indication int6ressante et, afin d'en 
tirer parti, nous avons cherch6 k 6tudier au point de rue  m6tabolique des lots de 
cellules aussi homog~nes que possible. On a donc fait appel aux micro-techniques 
qui permettent  d'op6rer sur quelques dizaines ou centaines d'ovocytes. 

METHODES 

Preparation du materiel 
Les  phasco losomes  son t  ouve r t s  pa r  la pa t t i e  post~r ieure  e t  le l iquide coelomique  es t  recueiUi 
dans  u n e  sah~re.  U n  a n i m a l  de  faille m o y e n n e  con t i en t  env i ron  I m l  de l iquide tr~s charg6 e n  

* Adresse  actuel le :  Labora to i re  de Chimie  biologique,  Facul t~  des  Sciences, Paris .  
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dldments  figurds. Les  ~ ry th rocy tes  sdd i men t en t  moins  vi te  que  les ovocytes  et  p e u v e n t  donc 5trc 
en par t ie  dliminds:  on aspire  A la p ipe t te  le s u r n a g e a n t  et  on r eme t  en  suspens ion  ~ p lus ieurs  
reprises dans  du  l iquide frais. Les  ovocy tes  s ' d t a n t  rassemblds  au  fond de la sali~re, on en t r ans -  
por te  une  cer ta ine  quan t i t 6  ~ l 'a ide  d ' u n e  p ipe t te  darts une  sali~re propre  c o n t e n a n t  un  peu de 
liquide. D a n s  ce m6lange  de cellules, on t rouve ,  ~ cStd des ovocytes ,  encore de n o m b r e u x  dry thro-  
cytes,  des leucocytes ,  des u rnes  et  des vSsicules. On  y prdl6ve avec  une  p ipe t te  f re inante ,  sous  
la loupe binocula i re  (gross. 5 ° A ioo), des cellules reproduct r ices  de la taille voulue  et  on les 
r a s semble  dans  une  t rois i6me salibre. Les  diffdrences d ' a spec t  et  de colorat ion ex i s t an t  en t re  
ovocy tes  de tail le tr~s vois ine ma i s  de s tade  d6jg diffdrent faci l i tent  g r a n d e m e n t  cet te  sdlection. 
Tou jou r s  avec  la p ipe t te  f re inante ,  on ret ire alors p rog res s ivemen t  les ovocytes  les p lus  gros et  
les p lus  pe t i t s  jusqu 'A  ob ten i r  un  lot s ens ib l emen t  homog~ne  de cellules. Ce groupe d 'ovocy tes  
est  m a i n t e n a n t  t ransfdrd dans  une  lame creuse et  placd sous  le microscope (gross. 35o) p e n d a n t  
un  t e m p s  auss i  bref  que  possible;  on mesu re  ainsi  le d iam~tre  d ' u n  cer ta in  n o m b r e  de cellules, 
pu is  on les replace dans  la saliSre. On  ob t i en t  assez a i sdment  des lots d ' ovocy tes  ~ l ' intdrieur  
desquels  l 'dcar t  m a x i m u m  des d iam~tres  es t  infdrieur ~ lO/~. Compte  t enu  de l ' e r reur  sur  les 
mesures ,  si v e s t  le vo lume  m o y e n  d~finissant  le lot, les va leurs  individuel les  son t  comprises  dans  
v ± 2 o % .  Les  cellules son t  d6nombr~es  ju s t e  a v a n t  d ' e t re  plac~es dans  le ludion.  

Lor sque  les expdriences  do iven t  Stre effectudes sur  des ovocytes  places dans  de l ' eau de mer ,  
on p e u t  renouve le r  les ddcan ta t ions  prdl iminaires  j u s q u ' ~  ob ten i r  des ovocytes  p r a t i q u e m e n t  
ddbarrassds  de rou tes  au t r e s  cellules. D a n s  ce cas  les d ldments  figurds pe rden t  les propri~tds 
adhds ives  qu ' i l s  m a n i f e s t e n t  en  pr6sence de p l a s m a  et  qui  en t r a inen t  souven t  l ' ob tu ra t ion  des 
p ipe t t es  f re inantes .  

Si les cellules do iven t  ~tre laiss6es c o n s t a m m e n t  dans  du p lasma,  les opdra t ions  son t  un  
peu p lus  ddlicates. E n  effet on ne  p e u t  gu~re disposer  de p lus  de 4 a 5 ml  de p l a s m a  p u r  prdpar~ 

pa r t i r  de que lques  femelles  et  d~barrass6 de rou te s  cellules pa r  cent r i fugat ion .  La  sdlection 
des  ovocy tes  dans  le l iquide coelomique s 'ef fectue  alors pa r  t r ans fe r t s  successifs  de sali6re en  
sali~re dans  des pe t i t s  v o l u m e s  de p l a s m a  pur .  I1 f au t  6viter  rou te  concen t ra t ion  excess ive  du  
mil ieu pa r  6vapora t ion  donc  op6rer r a p i d e m e n t  e t  ne  pas  laisser  les ovocy tes  s6journer  t rop  
l o n g t e m p s  dans  une  m 6 m e  gou t t e  de p l a sma .  

Lor sque  les mesu re s  de c o n s o m m a t i o n  d ' oxygbne  son t  effectu6es dans  un  milieu diffdrent 
de celui util is6 pou r  le tri, pa r  exemple  dans  du  p l a s m a  aprbs une  p rdpara t ion  des cellules dans  
de l ' eau  de met ,  les ovocy tes  sd journen t  dans  le p l a s m a  p e n d a n t  les d e u x  heu res  p r6c6dan t  l ' ex-  
pdrience. E n  outre ,  j u s t e  a v a n t  le rempl i ssage  du ludion,  ils son t  t r ans f f rds  dans  un  n o u v e a u  
vo lume  de p l a s m a  pur .  

Mesures 
Les mesu res  de c o n s o m m a t i o n  d ' oxyg~ne  se font  p a r  la t echn ique  du  micro ludion  dans  des lud ions  
A bouchon  d o n t  le v o l u m e  d ' a i r  sensible es t  de 0. 5 g 1.5/~1. Les  ceilules r eposen t  su r  le m6n i sque  
a i r -mi l i eu  de cul ture .  La  so lu t ion  d '6qui l ibra t ion  qui  se t r ouve  A l ' ex t r6mi t6  oppos~e de la bul le  
d ' a i r  es t  i so tonique  pa r  r a ppo r t  au  p l a s m a  e t  ~ l ' eau de mer  (NaC1 et  N a O H  0.51 M).  Tou te s  les 
mesu res  on t  6t6 effectu6es ~ I 8 ° C  e t . p e n d a n t  des p6riodes de 4 ~ 5 heures .  Le t ype  de ludion 
utilisd, sa fabr ica t ion  et  son  rempl i ssage  ainsi  que  les calculs n6cessaires  A l '6 tab l i s sement  des 
r6su l ta t s  ou ~ 1 'appreciat ion des erreurs ,  son t  exposes  d ' a u t r e  pa r t  n .  L ' e r r eu r  globale t echn ique  
es t  de 5 % env i ron ,  c e r t a i n e m e n t  infdrieure A l ' e r reur  possible  darts l ' e s t ima t ion  du  vo lume  m o y e n  
du  lot de cellules en  exp6rience et  pa t ro ls  dans  leur d d n 0 m b r e m e n t  (ovocytes  en  areas).  

Les  mi l ieux  de cul ture ,  p l a s m a  ou eau  de mer  filtrde, on t  dt~ tes t6s  A plus ieurs  reprises dans  
des ludions.  On a cons ta t6  a ins i  q u ' a u c u n  d6ve l oppemen t  bactdr ien  ne  vena i t  interffirer avec  les 
mesu re s  de c o n s o m m a t i o n  d ' oxyg6ne  p e n d a n t  la dur~e habi tuel le  des expdriences.  Afin d 'ob ten i r  
des va r i a t i ons  de la press ion  d 'dqui l ibra t ion  des lud ions  de 2o A 3 ° m m / h e u r e ,  il f au t  placer  io  

5oo cellules en exper ience selon leur  taille et  l ' in tens i td  de la respi ra t ion  a t t endue .  M~me darts 
le cas  d ' u n e  charge  de p lus ieurs  cen ta ines  d 'ovocy tes ,  le mdn i sque  offre une  surface  tr6s suff isante  
pou r  la d ispers ion des  cellules, s ans  e n t a s s e m e n t  Susceptible de nui re  A la diffusion des gaz. Trois 
lud ions  son t  gdn6ra lement  mis  s i m u l t a n ~ m e n t  en  expdrience.  

Auss i t 6 t  apr~s leur  sort ie  du  t h e r m o s t a t ,  les lud ions  son t  rinc~s A l 'eau de mer  et  la bulle 
d ' a i r  es t  calibr6e ; les cellules son t  reprises  dans  une  p ipe t te  e t  rassembldes  dans  une  lame creuse. 
Sous le microscope,  elles son t  alors recompt6~s et  leur  6 ta t  est  vdrifi6. A la sui te  d 'expdr iences  
sur  de tr6s pe t i t s  ovocytes ,  on r e t rouve  en gdn6ral un  cer ta in  h o m b r e  de m e m b r a n e s  cellulaires 
co r r e spondan t  $ des cellules dclatdes. Si le l iquide d 'dqui l ibra t ion  est  bien isotonique,  le pour-  
cen tage  d 'ovocy tes  ldsds es t  m i n i m e  (i ou 2 %). 

La  c o n s o m m a t i o n  d ' oxyg~ne  es t  calculde d 'apr~s  la var ia t ion  de la press ion d 'dqui l ibra t ion  
pa r  heure  et  rapportf ie A l 'un i t6  de v o l u m e  eellulaire (IO -~ #1). Des  correct ions  son t  effectu~es 
pou r  ten i r  comp te  des  diff6rences de t e m l ~ r a t u r e  et  de press ion en t re  le t h e r m o s t a t  et  le labora-  
toire, ainsi  que  de l 'dvolut ion A vide du lud ion  p e n d a n t  la dur6e de l 'exp~rience ( - -o .5  mm]heure ) .  
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% R]~SULTATS 

Respiration exog~ne 
On entend par respiration exog~ne la respiration maximum des ovocytes dans des 
conditions normales, c'est ~ dire en presence de la solution 6quilibr~e en substrats 
et cofacteurs dans laquelle se r~alise la croissance de ces cellules. Les ovocytes ont 
donc 6t6 tri6s dans du plasma coelomique de phascolosome femelle sans j amais ~tre 
en contact avec de reau  de mer, et leur respiration a ~t6 mesur~e en presence de 
plasma z*. Le r6sultat obtenu est represent6 par la courbe (R) (Fig. I). On remarque 
l'existence de deux p6riodes tt consommation d'oxyg~ne accrue qui correspondent 
pr6cis~ment ~ des stades cytologiques d~finis. 

Respiration endog~ne 
Les ceUules ont 6t6 tri6es dans l 'eau de met, et une fois isol6es y ont s6journ6 pendant 
deux heures avant rexp~fience. On consid~re que dans ces conditions les ceUules ne 
se trouvent plus en pr6sence d'aucun substrat organique et oxydent des m6tabolites 
internes. Imm~diatement avant le remplissage du ludion les cellules sont lav6es encore 
une lois, afin d'~liminer les substances qu'elles auraient pu laisser diffuser dans le 
milieu. Leur 6tat physiologique paraft stable pendant les 5 ou 6 heures d'exp6rience, 
car la pression d'6quilibration des ludions varie de fa~on lin6aire avec le temps. On 
note parfois un 16get accroissement de la respiration k la fin des exp6fiences. 

Un certain hombre de mesures ont 6t6 effectu6es en D6cembre et Janvier (courbe 
h 1, Fig. I) et F6vrier (courbe h a, Fig. i). Pendant cette p6riode dite "d 'hiver" selon 
notre terminologie z°, les animanx ne contiennent que des ovocytes de volume inf6rieur 
k I5 '  IO -~/~1. Au mois de Mars ou Avril, la croissance cesse d'etre bloqu6e et on voit 
apparaltre clans certains animanx des celiules de volume un peu sup6rieur k 20- lO -5 ~1 
et de coloration plus fonc6e due k la formation d'inclusions lipidiques. Nous avons 

xlo  -7 ~, o2  co~/heu~e/~O-5. . t  • 

~ M  2 I 3 
~, .~todes cytologique$ 

, o  
. ~ ,  . . . . . . . . . . . ~ .  , - x  • . • ~ * / 'N" 

volume 
. . . .  I . . . .  I , , I . . . .  I . . . .  

50 I(X3 150 2 0 0  x I0-5MI 
Fig. I. (R) : Respiration exog~ne des ovocytes darts le plasma coelomique. (r) : Respiration endog~ne 
dans l 'eau de met.  (hz) et (h$) : Respiration endog~ne anormale des peti ts  ovocytes lib6r~s en hiver. 
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observ6 que chez ces an imaux  la respi ra t ion  endogene des pe t i t s  ovocytes  est sensible- 
men t  plus basse,  et  ce, d ' a u t a n t  plus que les cellules en d6but  de s tade  2 sont  plus 
nombreuses.  TrSs rap idement ,  en Avri l ,  la respi ra t ion  endog~ne a t t e in t  les va leurs  
inf6rieures (courbe r, Fig. I) et,  pour  une tail le d6termin6e, reste s table  jusqu '~  l 'h iver  
suivant .  On dolt  donc consid~rer les valeurs  des courbes (hi) et  (h~) comme anormales  
et  ref l6tant  un 6ta t  physiologique par t icu l ie r  aux  pe t i t s  ovocytes  lib6r6s dans le 
coelome en au tomne  et  en hiver. A cet te  6poque ces cellules sont  d 'a i l leurs  incapables  
de passer  aux  s tades  T et suivants .  I1 faut  l ' i n te rven t ion  de facteurs  ac tue l lement  
inconnus, lids au changement  de saison, pour  d6clancher une t rans format ion  de ces 
ovocytes  d 'h ive r  leur p e r m e t t a n t  de poursuivre  leur d6veloppement .  La  t emp6ra tu re  
de l ' eau  de mer  dans  les bacs d'61evage ou dans la na tu re  est en hiver  de 7 ~t 9 ° C, 
au p r in t emps  de IO ~ I2 ° C, et  en 6t6 de 15 ~ 17 ° C. Les ovocytes  jeunes sont  6mis 
pa r  l ' ova i re  route  l 'ann6e et  donc en 6t6 v ra i semblab lemen t  sous leur  forme normale.  
L 'ex i s tence  de cellules phys io log iquement  aber ran tes  est donc l imit6e k une cour te  
p6riode de l 'ann6e et  peu t  ~tre n6glig6e dans  ce qui  suit .  On consid6rera un iquement  
la courbe (r) va lable  pour  les ovocytes  6mis ~ une 6poque favorable  et  effectuant  
leur  croissance normalement .  

Nous n ' avons  pas  mesur6 la  resp i ra t ion  exogSne (R) des pe t i t s  ovocytes  d 'h ive r ;  
la courbe (R) ne concerne que des ovocytes  no rma ux  et  peu t  donc 8tre compar6e 

la courbe (r). 
L ' eau  de mer,  d ' au t r e  par t ,  d6termine  souvent  l ' a c t iva t ion  des ovocytes  de tai l le  

m a x i m u m  aUant jusqu '~  la fo rmat ion  d 'as ters .  Ce ph6nom~ne s 'es t  donc p rodu i t  k 
plusieurs  reprises dans  les ludions au  cours de mesures de la respi ra t ion  endog6ne 
sans que l 'on note  cependan t  une var ia t ion  eorr61ative de la consommat ion  d 'oxyg~ne.  

Rapports entre la respiration exog~ne et la respiration endog~ne 

On remarque  imm6d ia t emen t  (Fig. I) l '6volut ion oppos6e de la  respi ra t ion  exog~ne 
(R) et  de la resp i ra t ion  endog6ne (r): lorsque l 'une  de ces var iables  augmen te  l ' au t r e  
d iminue  et  inversement .  L 'ex is tence  probable  d 'une  re la t ion l ian t  ces deux valeurs  
apparMt  plus n e t t e m e n t  si l 'on  por te  (r) en fonction de (R) (Fig. 2). E t a n t  donn6 
l ' int~r6t  g6n6ral de ce t te  not ion,  nous avons soumis ces r6sul ta ts  ~t un t r a i t e m e n t  
s t a t i s t ique  destin~ ~t v6rifier la lin6arit6 de cet te  re la t ion et  le degr6 de signification 
de la corr61ation. Ces calculs ont  ~t6 effectu~s en su ivant  les indicat ions  de CHAMBERS xa, 
FISHER 14, et PEARL 15. 

La plupart des mesures de consommation d'oxyg~ne en pr6sence de plasma et d'eau de mer 
n'6tant pas coupl6es, nous avons eu reeours au proc6d6 suivant pour obtenir des couples de valeurs: 

l'int6rieur de chacune des deux s6ries de d6terminations, on joint les points exp6rimentaux 
successivement ]es uns aux autres. Les points exp6rimentaux d'une s6rie sont alors associ4s aux 
valeurs correspondantes trouv6es sur les droites joignant les points de l'autre s6rie. On obtient 
ainsi au total 54 couples de valeurs. Ce proc6d6 d'interpolation permet, sans accroitre l'erreur 
due A la dispersion des valeurs, d'6viter route intervention subjective. 

Nous avions observ6 une certaine constance du produit R x r ce qui semblait indiquer la 
possibilit6 d'une relation hyperbolique. On a doric ~tabli en premier lieu, non seulement un 
diagramme de (r) en fonction de (R) en coordonn6es arithm6tiques, mais 6galement en coordonn4es 
logarithmiques afin de comparer graphiquement la validit6 des relations: 

aR + br ~ c et log R + l o g r  ~ k 
Darts le second cas les valeurs s'6cartent si nettement d'une distribution lin6aire que l'existence 
d'une relation hyperbolique n'a pas 6t6 retenue plus long'temps. 

Le coefficient de correlation (appel6 ici ~) a donc 6t~ calcul6 en admettant 1~ lin6arit6 de la 
rdgression de (r) sur (R) en valeurs arithlndtiques, On trouve: 

= - -o .9ol  xl~ 0.025 
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La  val idi t6 de la corr61ation es t  a m p l e m e n t  d6mont r6e  pa r  ce t te  va l eu r  de 0 d o n t  le calcul n ' e s t  
tou tefo is  va lab le  clue d a n s  la m e s u r e  oh les po in t s  ne  s ' 6ca r t en t  pa s  de fa~on signit icat ive d ' u n e  
droite.  On  a donc  calcuM 4ga lemen t  le r appo r t  de corr61ation ~/ de Pea r son  el1 g r o u p a n t  les 54 
couples  de va l eu r s  en  IO t r a n c h e s  pou r  (R) et  9 t r a n e h e s  p o u r  (r). I1 v i en t :  

= o.96o ± o.o6o 

P o u r  compa re r  0 e t  ,/ on  consid~re ,~ = z/2 - -  ~ e t  l ' e r reur  probable  sur  ~ calcul6e pa r  la fo rmule  
de B l a k e m a n .  On  t r o u v e :  

E .P .  ~ = o.o59 et  ~ = o . I iO =k 0.o59 

es t  u n  peu  inf6rieur /~ 2 lois son  er reur  probable :  ~ et  ~ n e  do iven t  done  pas  gtre consid6r6s 
c o m m e  s ign i f i ca t ivement  diff6rents.  

20 I I ' ' I ' ' ' ' respirotion endog~ne 0 

I - -  

i R>r + 

++÷ 

15 -- 

o .  _ '.o 

. . . . . . . . .  R - - -  . . . .  
7 

c__ 

~ _ '  R<r 

respirotlon endog~ne ~ I I 

5 0  I I I I 5 I t 10 ~ 3 . 5  5.7 7.3 10.7 

Fig. 2. D i a g r a m m e  de (r) en  fonc t ion  de (R). A gauche: Dis t r ibu t ion  des po in t s  e x p ~ r i m e n t a u x  
e t  droite de r*gress ion m o y e n n e .  Le cercle m a r q u e  l ' e m p l a c e m e n t  de la moyenne .  A droite: Re-  
p r4 sen t a t i on  comple te  de la droi te  de r6gression m o y e n n e  l imit6e pa r  les va l eu r s  nul les  de (r) 

e t  (R). E n  t r a i t  p lus  4pals:  s e g m e n t  pa rcouru  pa r  les ovocy tes  au  cours  de leur croissance.  

L'association entre (R) et (r) est donc non settlement forte (~ = - - o . 9 o l  i 0.025) 
mais tr~s probablement hn4aire et nous sommes fond6s k d6terminer les pentes des 
droites de r4gression d'apr~s Q et les 4carts types *R e t a , ;  on trouve - -0 .46o et - -0 .373 
d'oil la pente moyenne: --o.416.  La bissectrice passe par la moyenne de (R) (12.12) 
et de (r) (5.67) d'oh: 

(r) = --o.4I (R) + Io .7I  

6quation valable k tous les  stades de la croissance de l 'ovocyte et donnant la valeur 
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de la respiration endog~ne en fonction de la respiration exog6ne. Cette 6quation 
s'accompagne 6videmment des conditions restrictives suivantes: 

(r) ~ ~ o  d'ofi ( R ) ~ 2 6 . I  

(R) .#~o d'ofl (r) ~/IO.  7, 

la respiration 6rant toujours exprim6e en lO -7/zl d'oxyg~ne par heure et par IO -'~ ~I 
de volume cellulaire. 

L'6nonc6 de ces conditions pose un certain nombre de probl~mes. En effet d'apr~s 
la seconde de celles-ci la respiration endog~ne ne peut pas d6passer lO. 7. lO -7 ~1, 
valeur qui correspond ~ une respiration exog~ne nuUe. Si dans l'oeuf en voie de 
ddveloppement, lorsque le m6tabolisme endog~ne est pratiquement seul en cause, la 
respiration d6passait cette valeur, ceci indiquerait que l'6quation pr6cddente n'est 
plus valable. 

I1 existe en outre un point remarquable pour (r) = (R) ---- 7.5" lO-7 ~1. Cette 
valeur du taux de consommation d'oxyg~ne apparait en effet comme une limite que 
les ovocytes atteindraient en fin de croissance s'ils ne subissaient pas les trans- 
formation caract6ristiques du stade 3, puisqu'on l 'obtient sur le diagramme I en 
prolongeant les droites repr6sentant les respirations exog~ne et endog~ne au cours 
de la phase interm6diaire. C'est 6galement la valeur de la respiration fondamentale 
(R.F.) pour les ceUules de taille maximum (c]. plus loin et Fig. 3). 

Dans l 'ovocyte en cours de croissance et de diff6renciation le m6tabolisme respi- 
ratoire est caract6ris6 par une respiration exog~ne sup6rieure ~ la respiration endog~ne 
(R ~ r), l'6galit6 se r6alisant au terme de son 6volution. Par contre dans l'oeuf en 
voie de d6veloppement il se pourrait que la condition se renverse (R ~ r), mais la 
respiration exog~ne susceptible d'etre provoqu6e par des substrats reste technique- 
ment impossible ~ discerner. 

Par quel m6canisme la respiration endog~ne se trouve-t-elle ainsi li6e h la respi- 
ration exog~ne? Les donn6es actuelles ne permettent pas de pr6ciser s'il s'agit d'un 
ph6nom~ne g6n6ral. Cependant, k titre d'hypoth~se de travail, nous croyons pouvoir 
proposer le m6canisme suivant: 

La respiration exog~ne (R) et la respiration endog~ne (r) sont respectivement 
sous la d6pendance des syst~mes enzymatiques (S) et (s). Un cofacteur est commun 

ces deux syst6mes et s 'y trouve li6 ~ des apoenzymes diff6rents (A) et (a). La vitesse 
de renouveUement et de synth~se du coenzyme commun est telle que sa concentration 
totale a reste constante dans l'unit6 de volume cellulaire pendant toute la croissance. 
On a donc: 

a = c + C A  + c a  (i) 

avec c: concentration en coenzyme fibre 
CA : concentration en coenzyme li6 ~ une prot6ine de (S) 

ca: concentration en coenzyme li6 k une prot6ine de (s). 

Si nous admettons que la respiration est proportionneUe & la concentration en enzyme 
complet: 

(R) = k 1CA et (r) = k 2ca 

en rempla~ant dans (I) il vient: 
k2 (r) = - -  k-~ (R) + k~ (a - -  c) 
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Cette formule s'identifie k celle que nous avons obtenue exp6rimentalement si k 2 
(a--c) est constant, c'est ~ dire si c (concn. en coenzyme libre) est n6gligeable k 
chaque instant, ou bien s ic  est sensiblement 6gal k a. Dans le premier cas il faudrait 
envisager l 'existence de constantes de dissociation tr~s faibles pour CA et ca, et dans 
le second une concentration de coenzyme li6 petite par rapport  k la quantit6 totale 
de coenzyme. Dans ce dernier cas on doit se repr6senter les mol6cules du cofacteur 
comme un ensemble flottant en 6change constant entre les apoenzymes. En d6finitive 
ce pourrait  ~tre par  des modifications de la r6partition statistique des mol6cules de 
coenzyme que le m6tabolisme oxydatif  de la cellule, au cours de la croissance, s 'adap- 
terait  momentan6ment ~ des processus de syntheses sp6ciales aux d6pens des oxy- 
dations endog~nes. 

Respiration exog~ne apr~s passage dans l'eau de mer 

L'6tude de la respiration endog~ne dans l 'eau de mer a 6t6 accompagn6e d 'un test 
destin6 k contr61er l'int6grit6 des cellules apr~s ce traitement. Les ovocytes ont donc 
6t6 tri6s dans l 'eau de mer, y ont s6journ6 environ 2 heures, puis ont 6t6 replac6s 
dans du plasma coelomique. On a constat6 ainsi que la respiration exog~ne ne se 
r6tablissait plus k son niveau normal au cours des stades k respiration 61ev6e (R.F. 
Fig. 3). Les pics sont enti~rement abolis et l'intensit6 respiratoire est ramen6e sensible- 
ment  au niveau caract6ristique de la fin du stade 2 quelle que soit la taille des cellules. 
Dans les conditions exp6rimentales, c'est ~ dire, pendant les 5 a 6 heures qui suivent 
le trai tement par l 'eau de met,  le ph6nom~ne est irr6versible. 

On constate que la droite repr6sentant l'6volution de la respiration insensible 
l 'eau de met  n 'est  pas horizontale (R.F. Fig. 3). Nous avons pens6 que cet abaisse- 

ment  pourrait  8tre dfi au d6veloppement progressif de la membrane vitelline qui est 

x'lO-7~l 02 cor ls . /heur 'e / lo 'sp l  

. . . . . . .  5 .  . , , - .  - 10" ,, ~r" . . . . . . . . . . .  "~J':~-e'-"-~4"a-:~e _t_ f " ~ - - o  % - - '  - -  

" °  ' ~ " ' ~ " ; ' - ° " ~ - - - o - o - -  -o. o 
• . . . . - - - - - - - -~ ' .  I t " T l ~ ,  . _J_"  . .  

• . ~ ' ~  . "  • . % , t . ~ .  " "  (~  
I i i  ~ " 

5" .~ ,  I ; ~  

. . . .  f , , I , , , , ,  I . . . .  I ,  ,~",- ' ;  
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Fig. 3, (R): Respiration exog~ne dans le plasma. (r): respiration endog~ne dans  l'eau de mer. 
Tirets et cercles, (R.F.): respiration fondamentale, dans le plasma apr~s traitement par l'eau 
de mer. En haut, en noir, (E.R.) :pics de la respiration exog~ne supprim6s apr~s le passage dans  

' l 'eau de mer. 
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toujours incluse dans les mesures de diam+tre cellulaire et qui pourrait ~tre physio- 
logiquement inerte. La membrane a une 6paisseur de 4/~ et repr6sente environ I3 % 
du volume chez les ovocytes de grande taille. I1 faudrait donc augmenter la respiration 
d 'autant ,  mais cette correction est insuffisante pour compenser son abaisseruent 
graduel de IO--II k 7-8. lO -7 tA, soit de quelques 30%. 

Le passage dans l 'eau de mer aurait  donc deux effets sur les cellules: d'une part  
les priver de substrats, d 'autre part  y d6terminer des modifications irr6versibles du 
m6tabolisme. Nous n'avons pas r6ussi h mettre en 6vidence de fa~on certaine une 
modification correspondante de l 'aspect des cellules, saul darts les ovocytes de grande 
taiUe et de couleur claire, donc parvenus en fin d'6volution. Dans ces cellules, en 
effet, le lavage prolong6 par l 'eau de mer provoque fr6quemment l'entr6e en matu-  
ration avec effacement du noyau, formation de 2 petits asters et d~collement de la 
membrane vitelline 9. Le ph6nom+ne est connu chez Asteria, Cl~aetopterus, tandis que 
chez Psammectdnus le t rai tement par l 'eau de mer accroit le taux de f6condation TM. 
I1 est possible qu'un lien existe entre le d6clenchement de la maturat ion et la dis- 
parition irr6versible d'une fraction de la respiration exog~ne. Ce dernier effet reste 
toutefois fondamental puisqu'il frappe aussi les jeunes ovocytes. 

Le r61e de l 'eau de mer dans cette transformation du m6tabolisme n'est pas  
encore clair et ce probl~me est en cours d'6tude. Le milieu dans lequel sont plac6es 
les cellules est toujours isotonique; d'ailleurs un hquide hypertonique, comme le 
plasma concentr6 par 6vaporation, n 'a  jamais cet effet. La s6lectivit6 remarquable 
du ph6nom~ne laisse penser qu'il est dfi ~ la modification d 'un syst~me enzymatique 
plut6t qu'k une simple alt6ration des propri6t6s physiques de la cellule au niveau 
de la membrane ou du cortex. C'est ce que semblent indiquer les recherches concernant 
la nature des oxydations aux divers stades de la croissance qui seront publi6es 
ult6rieurement ~7. D'autre  part  quelques mesures de consommation d'oxyg~ne ont 6t6 
faites sur des ovocytes provenant d 'un m~me animal, tri6s dans du plasma pur, plac6s 
pendant 3 heures dans des solutions de plasma k diff6rentes dilutions dans l 'eau de 
mer, et report6s pour les mesures dans du plasma pur. Le Tableau I donne un exemple 
des r6sultats que l 'on obtient ainsi: 

TABLEAU I 

Volume moyen Respiration Dilution du plasma 
des ovocytes en darts du plasma put en par l' eau de met pendant 

zo -6 l*l zo-: td 02/h le tfaitemeng prdalable 

17. 5 17.o o 
17. 5 12.1 1/2 
17.5 lO.4 
17. 5 Io.6 oo 

Le s6jour des ovoeytes dans du plasma dilu6 seulement au ½ provoque d6jk une 
inhibition tr~s nette de la respiration exog~ne normale. L'effet du jeflne qui pourrait 
entratner la disparition d 'un interm6diaire du m6tabolisme n6cessaire ~ la reprise 
complete des oxydations ne paratt  pas en cause, pas plus que l 'absence temporaire 
d 'une substance protectrice du plasma comme darts le d6terminisme de la maturat ion 
chez Asteria (HEILm~tI~N et coil.Is). I1 semble donc que l 'eau de mer a un effet propre. 
Celui-ci pourrait  ~tre dfi & une diff6rence de concentration de certains ions par rapport 
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au plasma ou £ la pr6sence d 'un inhibiteur dans l 'eau de mer. Les cons6quences 
seraient soit une inhibition lentement r6versible (plus de 6 heures), soit, si le ph6no- 
m~ne est d6finitivement irr6versible, la perte d 'un syst~me enzymatique par suite 
du d6s6quilibre ionique. Le r61e des anions et des cations dans la r6gulation de la 
glycolyse a 6t6 mis en 6vidence 19, zo, comme celui des concentrations relatives de Ca ++ 
et Mg ++ dans l'int6grit6 de la phosphorylation oxydative par les mitochondries ~1. 
L ' importance du calcium a d 'autre  part  6t6 souvent postul6e dans le m6canisme de 
l 'activation des oeufs ~,*a. I1 est possible qu'ici le ph6nom~ne affecte surtout les 
enzymes p6riph6riques qui participent au transport, ~ travers la membrane, de 
certains substrats. Dans cette hypoth~se, la perm6abilit6 de la cellule qui a 6t~ alt6r6e 
par le contact avec l 'eau de mer, le resterait, apr~s le retour de l 'ovocyte dans du 
plasma, pendant  une p6riode assez longue n~cessaire ~ la reconstitution des syst6mes 
atteints. 

DISCUSSION 

L'interpr6tation des r~sultats obtenus sur la respiration dans les diff6rentes conditions 
exp6rimentales a d~jk ~t6 envisag~e dans les paragraphes pr6c6dents. Nous nous 
bornerons ici k rapprocher ces donn~es des observations effectu~es au cours d'une 
~tude parall~le de la cytologie des cellules. Un schema g~n~ral, d6jk publi~ par 
aiUeurs 9, est destin6 ~ facfliter cette confrontation et k permettre d'~tendre la com- 
paraison k d 'autres t ravaux concernant la morphologie ou l'histochimie des ovocytes 
en cours de diff~renciation. 

On remarque que les deux phases k respiration ~lev~e sont caract6ris6es l 'une 
et l 'autre par une coloration plus forte du cytoplasme par la pyronine surtout dans 
la zone p~rinucl6aire. On admet  de fa~on g6n~rale que l'intensit~ de  cette coloration 
est en rapport  avec la quantit~ d'acides nucl6iques pr6sents et on attribue k l'acide 
ribonucl~ique un r61e important  dans la synth~se des prot~ines. Nos observations sur 
les ovocytes de phascolosomes semblent confirmer cette relation puisque la premiere 
phase k forte respiration exog~ne correspond, avec quelques doutes n~anmoins en 
raison de difficult~s techniques dans leur d~nombrement, ~ une multiplication 
particuli~rement intense des mitochondries, tandis que la seconde correspond de fa~on 
certaine k l 'apparit ion des plaquettes vitellines, On notera que les nucl~oles ont un 
comportement semblable au cours de ces deux phases: leur nombre diminue brusque- 
ment  au moment  ou la respiration atteint son maximum. Bien qu'il s'agisse d'un 
materiel diff6rent et que nos donn~es ne soient pas analytiques, ces r6sultats pour- 
raient ~tre mis en paraU~le avec ceux de COMITA ET WHITELEY z4 qui ont montr6 
l 'existence d'une corr61ation statistique entre la teneur en acide d6soxyribonucl6ique 
et la respiration au cours du d6veloppement de Strongylocentrotus. 

En stratifiant le contenu des ovocytes par  centrifugation dans un milieu de m~me 
densit6 nous avons montr6 que les variations de la respiration exog~ne par unit6 de 
volume ne r6fl~tent pas simplement des variations dans le pourcentage de eytoplasme 
present dans les ceUules ~. Par  cette technique on a, d 'autre part,  cherch6 ~ 6valuer 
volum6triquement diff~rents 616ments intraceUulaires tels que: inclusions lipidiques, 
polysaccharides. Ces r6sultats ont un caract+re quantitatif  assez discutable mais fls 
montrent  que ce n 'est  pas la formation des inclusions lipidiques qui requiert une 
intensit6 respiratoire 61ev6e car, dans les cellules de 15 ~t 2o0. lO -5 tA, eUes se forment 
~t un taux constant. 
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Les deux phases ~ forte respiration ont d'autres caract6res communs, en particu- 
lier la pr6sence de polysaccharide dans le cytoplasme: du galactog6ne, probablement, 
s'accumule sous forme granulaire au cours du stade I e t  du glycog6ne ~ l'6tat diffus 
apparait au stade 3. I1 est possible qu'il s'agisse 1~ de ph6nom6nes secondaires li6s 
au d6veloppement d'un m6tabolisme sp6cial au cours des stades en question. 

On constate enfin que le stade T (I5" IO -~ ~1) auquel les cellules ne peuvent pas 
parvenir en hiver et qui est nettement d6fini par la chute du hombre de nucl6oles 
et le tassement p6rinucl6aire du chondriome coincide avec le maximum de la respi- 
ration exog6ne (Fig. I). Rappelons que c'est ~ la fin de stade qu'apparaissent les 
premi6res inclusions lipidiques. 

Le probl6me se pose de savoir si, au cours des stades ~ forte respiration, une 
pattie de celle-ci est sous la d4pendance d'un ou plusieurs syst6mes enzymatiques 
spdciaux responsables des modifications intraceUulaires particuli6res ~ ces stades, ou 
bien s'il s'agit d'une activation de l'ensemble des syst6mes fonctionnant constamment 
dans la cellule et qui fournissent momentan6ment le surcroit d'6nergie n6cessaire 
des processus de synth6se particuliers. En faveur de cette derni6re th6orie, unitaire, 
on notera que, au cours de toute la croissance, queue que soit la forme de la courbe 
repr6sentant la respiration exog6ne, la respiration endog6ne reste like k celle-ci par 
une m~me formule. Mais il se peut que cette liaison s'effectue ~ un niveau terminal 
des oxydations, laissant toute possibilit6, en amont, ~ des modifications des voies 
du m6tabolisme; ce que paraissent indiquer tr6s fortement les exp6riences de traite- 
ment des ceUules par l'eau de mer apr~s lesquelles les pics respiratoires sont supprim6s. 

II semble donc 16gitime de distinguer non seulement respirations endog6ne (r) 
et exog6ne (R), mais aussi, ~ l'int6rieur de la respiration exog6ne, une "respiration 
fondamentale" insensible ~ l'eau de mer (R.F.) et une "extra-respiration" sensible 
(E.R.). 

La respiration fondamentale (R.F. Fig. 3) est A peu pr6s constante et d6pend 
des processus qui apportent & la ceUule l'6nergie n6cessaire ~ sa croissance volum4trique 
et au maintien de ses caract6res fondamentaux (mitochondries, noyau, cytoplasme); 
l'6nergie ainsi disponible permet 6galement la formation d'inclusions lipidiques. 

L'extra-respiration (E.R. Fig. 3) est due k l'activit6 momentan6e de syst~mes 
enzymatiques qui apportent un surcrolt d'6nergie et des substrats sp6cifiques per- 
met tant  des syntheses sp6ciales, comme celles de certains enzymes et de prot6ines. 
Le d6veloppement de ce m6tabolisme particulier implique l'utilisation de voies off 
certaines 6tapes sont sensibles k Faction de l 'eau de mer. I1 semble que la formation 
de polysaccharides d6coule, en outre, de l'activit6 de ces syst~mes. De tels remanie- 
ments du m6tabolisme sont d6crit chez Arbacia off, apr~s la f6condation, la glycolyse 
remplace progressivement la voie de Dickens ant6rieurement pr6pond6rante *e. 

Enfin, dans l 'ovocyte de phascolosome, toutes les voies du m6tabolisme oxydatif 
exog~ne, celles correspondant & la respiration fondamentale comme celles qui corre- 
spondent ~ l'extra-respixation, sont, k leur terme, tributaires d'un mSme syst~me 
d6shydrog6nant ou transporteur dont la capacit6 est limit~e par son degr6 d'adap- 
tation momentan6e au m6tabolisme oxydatif endog~ne. 

Il serait int6ressant de confronter ces r6sultats avec ceux qui concernent la 
respiration d'oeufs en voie de d6veloppement, l 'oeuf non f6cond6 ayant 6t6 souvent 
pris comme terme de comparaison ~. Mais le rapprochement est difficile car les valeurs 
sont tr~s vari6es et les mesures ont 6t6 effectu6es, presque toujours, sur des cellules 
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plac~es duns l 'eau de mer donc duns des conditions o~ le m6tabolisme endog~ne est 
prat iquement seul en cause. Nos observations, comme ceUe de BOREI m, montrent  que 
l 'ovocyte, contrairement ~ l 'oeuf en voie de  d~veloppement, est une cellule k m~tabo- 
lisme exog~ne ~lev~ qui, duns un milieu d6pourvu de substrats, se trouve dans des 
conditions tout k fait anormales. Chez les invert~br~s marins l '6tat d'inertie, de 
diapause 29 de l 'oeuf ~mis dans le milieu ext~rieur pourrait ~tre dfi non seulement k 
l 'ach~vement de son 6volution rnais aussi k un effet de l 'eau de mer elle-m~me qui 
modifie et alt6re profond6ment son m6tabolisme. 

R~-SUM£ 

On a ~tudi~, par la technique du micro-ludion, la respiration des ovocytes coelomiques de Phascolo- 
soma vulgate ~ tous les stades de leur croissance. 

La respiration exog~ne (duns le plasma coelomique) montre deux pics. Chacun correspond 
£ une p6riode &accumulation d'acides nucl6iques, colorables par la pyronine, dans le cytoplasme. 
Pendant  ces deux phases ~ m6tabolisme oxydatif intense il y aurait synth~se de prot6ines particu- 
li~res et de polysaccharides. 

La respiration endog~ne (duns l'eau de mer pure) 6volue de fa~on oppos~e: elle diminue 
quand la respiration exog~ne s'accroit et inversement. La relation entre ces deux variables est 
lindaire et represent~e par: r = --o.41 R -b lO.71. Le coefficient de correlation 0 = - -o .9o l  
± o.o25. La valeur gSn~rale de ce r~sultat reste ~ approfondir mais une th6orie explicative est 
propos6e. 

La respiration ne se r6tablit pus enti~rement chez les ovocytes replac6s duns du plasma 
apr~s avoir s~journ6 duns l'eau de mer. Les deux pics sont supprim6s compl~tement et irr6versible- 
ment  pendant  les 6 heures d'expdrience. La sp~cificit~ de ce ph6nom~ne est si marqu6e qu'il 
semble 8tre de nature enzymatique. Duns les gros ovocytes, l'eau de met, en plus de cette modi- 
fication physiologique, provoque l 'activation et l'entr6e en m6taphase. 

On reconnatt 3 niveaux d'oxydation: la respiration endog~ne, la respiration fondamentale 
qui n 'est  pus sensible ~ l'eau de met, l 'extra-respiration, c'est ~ dire les pics de respiration exog~ne 
disparaissant apr~s traitement par l'eau de met. On consid~re bri~vement le r61e des conditions 
exog~nes et endog~nes vis ~ vis des ovocytes et des oeufs. 

SUMMARY 

The oxygen consumption of the coelomic o6cytes of Phascolosoma vulgate, at all stages of their 
growth, has been studied with the diver technique. 

The exogenous respiration (in the coelomic plasma) shows two peaks. Each of them corre- 
sponds to a period of accumulation of nucleic acids, stainable with pyronine, in the cytoplasm. 
These two phases of intense oxidative metabolism seem to be coupled with the synthesis of special 
proteins and of polysaccharides. 

The endogenous respiration (in pure sea water) behaves in the opposite manner: it decreases 
when exogenous respiration increases and vice versa. The relation between these two variables 
is linear and represented by: r ~ - -o .4 I  R + IO.7I. The coefficient of correlation 0 = - -o .9o l  
± 0.o25. The general value of this result remains to be investigated but an explanatory theory 
is proposed. 

The respiration does not recover completely in the o6cytes when they are replaced in the 
plasma after having been left to stand in sea water. The two peaks are eliminated completely 
and irreversibly during the experimental period (6 hours). This phenomenon has such a specific 
character tha t  it seems to be enzymic in nature. In the biggest o6cytes sea water induces, besides 
this physiological change, the activation and appearance of metaphase. 

Three levels of oxidation have thus been recognized: endogenous respiration, fundamental 
respiration, i.e. respiration resistant to sea water, and extra-respiration, i.e. peaks of exogenous 
respiration disappearing after t reatment  with sea water. The significance of exogenous and 
endogenous conditions in o6cytes and eggs is discussed briefly. 
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AN ACTIVATOR OF P L A S M I N O G E N  FROM H U M A N  U R I N E  

I. ISOLATION AND PROPERTIES 
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INTRODUCTION 

The recognition of the physiological significance of the fibrinolytic system during 
thrombotic conditions has promoted a growing interest in the problems concerning 
the formation in the blood of the fibrinolytic enzyme, plasmin, from its precursor, 
plasminogen. Several activators of this process have been isolated from bacteria, body 
fluids and tissues. The presence of an activator in human urine acting upon both 
human and animal plasminogen was described by WILLIAMS 1, ASTRUP AND STERN- 
DORFF 2 and GUEST et al. 3. The activator was named "urokinase" by GUEST et al. 
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