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Résumé

1. On a étudié par voie autoradiographique l’incorporation de divers précur­
seurs durant la segmentation de l ’oeuf d’oursin, Arbacia lixula. Les précurseurs 
utilisés ont été ajoutés à l ’eau de mer dans laquelle s’effectue le développement 
des œufs.

2. La thym idine tritiée s’incorpore essentiellement dans l ’ADN nucléaire.
L’uridine et la cytidine tritiées s’incorporent pour la plus grande part dans l’ADN 
nucléaire, pour une faible part dans l’ARN nucléaire et cytoplasmique.

3. Si l ’on cherche la limite des concentrations de précurseurs additionnés
à l’eau de mer, susceptible de donner lieu à un marquage visible dans les conditions 
employées, on constate que cette limite correspond à 2 m /ic/m l pour la thymidine. 
Pour obtenir les mêmes résultats, il faut employer des quantités d’uridine ou de 
cytidine tritiées dix fois plus élevées (20 m /ic/m l).

4. L’addition de thymidine ou désoxyuridine non marquée en large excès
déprime l’incorporation de l’uridine et de la cytidine tritiées. Cet effet paraît 
s’exercer autant sur l ’incorporation dans l’ARN que sur la fixation dans l’ADN. 
De même l ’addition d’uridine froide réduit l’incorporation de thym idine tritiée. 
Diverses hypothèses peuvent être émises pour expliquer ce résultat.

5. L’incorporation des acides aminés a été étudiée à l ’aide de méthionine S38, 
de glycine et de tyrosine tritiées. Durant les deux premières heures du développe­
ment, on constate un marquage uniforme dans l’œuf, comportant tout au plus 
un léger excès au niveau des figures achromatiques. Durant les heures suivantes, 
le marquage nucléaire devient beaucoup plus fort que le marquage cytoplasmique. 
Il semble donc exister une différence dans le métabolisme des protéines nucléaires 
entre les deux premières heures du développement et les heures qui suivent immé­
diatement. En particulier la synthèse de protéines liée à cette incorporation d’acides 
aminés ne se rattache sans doute que de façon indirecte à la m ultiplication chro­
mosomique.

6. Des fragments d’ovaires mis en présence de cytidine et de thymidine
tritiées, in vitro, montrent une incorporation constamment lim itée aux noyaux, 
parfois même aux nucléoles. La thymidine s’incorpore dans l’ADN, la cytidine 
plutôt dans l’ARN. Le marquage par la thymidine se lim ite aux jeunes ovocytes. 
Le marquage par la cytidine s’étend de façon plus uniforme jusqu’aux ovocytes 
âgés.

Bien que les conditions très artificielles utilisées pour l’incubation nous 
contraignent à une certaine prudence dans l ’interprétation, on peut supposer que 
la synthèse d’ADN se déroule surtout dans les jeunes ovocytes, tandis que le 
métabolisme de l ’ARN est plus uniformément réparti au long de l ’ovogenèse.

(1) Travail effectué avec l ’aide du Commissariat à l’Energie Atomique (contrat 
4296/r).
C a h i e r s  d e  B i o l o g i e  M a r i n e  
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I. —  INTRODUCTION.

L ’œ uf d ’oursin  subit dans les prem ières h eu res de son dévelop­
pem ent des transfo rm ations dont les aspects m orphologiques sont 
généralem ent bien connus. De nom breuses études on t p o rté  su r les 
m odifications biochim iques corrélatives ; celles-ci sont, le p lus souvent, 
analysées su r un  plan purem ent chim ique. M algré les apports  im por­
tan ts  fourn is p a r les travaux  de certains au teu rs , les rap p o rts  en tre  
les s tru c tu res  cellulaires et leurs activ ités resten t, su r ce m atérie l 
classique, encore im parfa item ent définis. A ppliquées à ce genre de 
problèm es, les m éthodes au to rad iograph iques offrent des possib ilités 
considérables. Grâce au pouvoir de réso lu tion  q u ’au to rise  le tr itiu m  
et à l’activité spécifique élevée q u ’il peu t donner aux p récu rseu rs  
m arqués, l’em ploi de substances con tenan t cet isotope perm et une 
localisation  fine des molécules au sein de la cellule. Sans doute, l ’u tili­
sation de cette form e d ’hydrogène n ’est-elle pas sans p résen te r des 
inconvénients qui obligent à conserver une ce rta ine  prudence dans 
l’in terp ré ta tio n . On obtiendra, généralem ent, p a r  ce m oyen, un  ce rta in  
nom bre d ’indications qui devront être, u lté rieu rem en t, soum ises à 
vérification p a r d ’au tres m éthodes.

II. —  DONNÉES BIBLIOGRAPHIQUES.

P arm i les problèm es que posent les rap p o rts  en tre  la s tru c tu re  
cellu laire et le m étabolism e, trois catégories de questions, liées en tre  
elles d ’ailleurs, nous ont paru  p résen ter un  in té rê t p articu lie r. La 
synthèse rapide de l’ADN représente, sans au cu n  doute, l’un  des 
aspects m ajeu rs de la biochim ie cellu laire au début du développem ent. 
La synthèse et le renouvellem ent de l’ARN im p o rten t égalem ent, au 
p rem ier chef, p a r suite du rôle cen tral que p a ra ît jo u e r cette substance, 
considérée, à la fois, comme un  in term éd ia ire  dans la transm ission  
de l’in fo rm ation  génétique et comme un  fac teu r de la synthèse p ro ­
téique. Enfin, la form ation de pro téines nouvelles pose un  certa in  
nom bre de problèm es quan t à son dérou lem ent dans le tem ps et à 
sa localisation dans res organites cellulaires.

I - La synthèse de l'ADN.

P lusieurs études récentes (Bucher et M azia, 1960 ; Nigon et 
N onnenm acher, 1960 ; Simmel et K arnofsky , 1961) m o n tren t l ’exis­
tence, dès le début du développem ent de l’œ uf d ’ou rsin , d ’une inco r­
poration  de thym idine dans l’ADN nucléaire. Nigon et N onnenm acher, 
en particu lie r, consta tan t q u ’une v aria tion  im p o rtan te  dans la concen­
tra tio n  du p récu rseu r fourni ne conduit pas, au  cours des prem ières 
divisions, à une modification notable du m arquage  nucléaire , en con­
cluent que les précurseurs endogènes de l’ADN nucléa ire  ne peuvent 
être recherchés au niveau d ’une réserve cy toplasm ique, u tilisée sous
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form e m acrom oléculaire, sans dégradation préalable. Il é ta it évident, 
dès l’abord, que la fo u rn itu re  de précurseurs rad ioactifs en quan tités 
décro issan tes dev rait conduire à un affaiblissem ent du m arquage à 
p a r tir  d ’un  ce rta in  degré de d ilu tion : la connaissance de cette lim ite 
est susceptib le de fo u rn ir  quelques élém ents de départ à des recherches 
p o rtan t su r l ’im portance  du pool des précurseurs endogènes de l’ADN. 
C’est la  ra ison  p o u r laquelle il im portait de poursu iv re  cette expérience 
p a r l’em ploi de so lu tions plus diluées. D’au tre  p art, l’u tilisa tion  d ’un 
p récu rseu r un iq u e  p o u r l’étude de cette question conduit à une in te r­
p ré ta tio n  aléato ire , du fait des p articu larités  qui peuvent être  a tta ­
chées à chacun  des com posants de l’ADN. C’est pourquoi il nous est 
ap p a ru  nécessaire  d ’étendre cette analyse à d ’au tres p récu rseu rs : on 
s ’est donc servi, ou tre  de thym idine, d ’urid ine et de cytidine tritiées. 
De plus, il im p o rta it de savoir si l’étude de stades p lus avancés de la 
segm entation  p o u rra it révéler des différences qui n ’appara issen t pas 
après des incubations de courtes durées su r des œ ufs au  début de 
leu r développem ent.

2 - Le renouvellem ent de l'ARN.

P lu sieu rs  études on t prouvé que, d u ran t les prem ières heures 
du développem ent de l’œ uf d ’oursin, in terv iennen t des varia tions, 
faibles m ais m esurab les, de la quan tité  d’ARN (Elson, G ustafson et 
Chargaff, 1954 ; O lsson, 1961). Des études plus anciennes (Villee, 
Lowens, Gordon, L eonard  et Rich, 1949) avaient m ontré déjà  q u ’une 
p artie  au m oins de l’ARN de l’œ uf est soumise à un  certa in  renouvel­
lem ent. Au n iveau de quels sites cellulaires ce renouvellem ent se 
réalise-t-il ? Il y a lieu de noter en particu lier q u ’aucune s tru c tu re  
nucléo la ire  n ’est visible dans l’em bryon d ’oursin  aux stades jeunes ; 
or, le nucléole passe p our être le lieu d ’une synthèse active d ’ARN. 
L ’ARN serait-il, dans ce cas, de form ation exclusivem ent cytoplas- 
m ique ? D ’après M arkm an (1961), la synthèse d’ARN serait plus 
im p o rtan te , p a r u n ité  de volume, dans le noyau que dans le cyto­
plasm e.

3 - La synthèse des protéines.

D iverses études on t porté  su r la synthèse des pro téines au  cours 
du développem ent de l’œ uf d ’oursin. Les plus nom breuses on t m ontré 
que, dès le début du développem ent, une incorporation  active d ’acides 
am inés m arqués se p ro d u it au sein du chondriom e (Nakano et Monroy, 
1958 ; Giudice et M onroy, 1958 ; Monroy et N akano, 1959), dans les 
pro téines solubles (H ultin , 1950), et dans les m icrosom es (Hultin, 
1953). C ertaines de ces incorporations paraissen t en rap p o rt avec les 
synthèses qui com m andent le déroulem ent de la division cellulaire 
(H ultin, 1961). D ’au tres, com portan t la fixation de m éth ionine S35 
au n iveau du chondriom e, correspondent p lu tôt, sem ble-t-il, à la for­
m ation  de g lu ta th io n  q u ’à une véritable synthèse protéique.

C ertaines études ind iquen t l’existence d ’une synthèse particu liè ­
rem ent active dans le cytoplasm e ; les noyaux com porteraien t une 
fixation m oindre  de leucine radioactive (M arkm an, 1961). D’après 
Im m ers (1959, 1961), l’emploi d ’un mélange de 14 acides am inés
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m arqués p a r C14 perm et d ’obtenir des au to rad io g rap h ies qui sem blent 
ind iquer un  m arquage uniform e dans l’ensem ble du volum e cellu laire . 
Im m ers note, cependant, l’existence de différences selon les espèces : 
ainsi, chez Sphaerechinus granularis, il co n sta te  que, dans de jeunes 
ovocytes, les acides am inés m arq u en t p a rticu liè rem en t les noyaux, 
ce qui n ’est observé chez aucune des au tre s  espèces q u ’il étudie. Mon- 
roy et N akano (1959) observent égalem ent une fixation de m éth ion ine 
su r les noyaux des ovocytes. Ainsi les observations effectuées ju s q u ’à 
p résen t su r les em bryons d ’Echinoderm es ne révèlent aucune synthèse 
p ro téique à localisation nucléaire ; de telles localisations ne son t signa­
lées que d u ra n t l’ovogenèse. Ces ré su lta ts  *se d istin g u en t des co n sta ta ­
tions faites chez d’autres espèces, en p a rticu lie r chez les b a trac ien s 
et les oiseaux, où l’on note une im p o rtan te  fixation nucléa ire  des 
acides am inés radioactifs (Ficq, 1954 ; S irlin  et W addington , 1954 ; 
S irlin, 1955). Cette apparen te con trad ic tion  nous a p aru  égalem ent 
m ériter un nouvel examen.

III. —  MATÉRIEL ET MÉTHODES.

L ’ensem ble des expériences, p o rtan t su r Arbacia lixula, a été 
réalisé à l’aide d ’anim aux recueillis le jo u r mêm e. Les observations 
ont été faites en 1961 et 1962 en tre  les m ois d ’avril et de ju ille t, 
période au cours de laquelle les an im aux  on t fou rn i régulièrem ent 
des pontes abondantes dans un état physio logique très hom ogène (1).

I - M odalités d 'expériences.

La p lu p a rt des expériences effectuées peuvent -se classer de la 
façon suivante :

a) Dans une série d ’expériences, les em bryons son t m is dans de
l’eau de m er additionnée de p récu rseu rs  à diverses concen tra tions : 
on a cherché à déterm iner ainsi les lim ites d ’une in co rp o ra tio n  déce­
lable p a r une au toradiographie réalisée dans des conditions s tan d ard .

b) Une au tre  série d ’expériences a m is les em bryons en présence
d ’un  p récu rseu r donné à p a r tir  du m om ent de la fécondation  et pour 
des durées différentes com prises en tre  une heure  et six heures. On 
cherchait ainsi à m ettre  en évidence l’influence de la durée d ’action 
du p récurseur.

c) Dans une troisièm e série d ’expériences, les em bryons n ’on t été
mis en présence des précurseurs q u ’après avoir accom pli une p artie  
de leu r développem ent dans de l’eau de m er o rd inaire . On ch erch a it 
ainsi à séparer l’influence de la durée, exam inée dans l’expérience 
précédente, de l’influence propre exercée p a r le stade de développem ent 
atte in t.

d) Dans une dernière série d ’expériences, les em bryons on t été
m is en présence d ’eau de m er con ten an t u n  m élange de p récu rseu r

(1) Une partie importante de ce travail a été effectuée dans les Stations de 
Villefranche-sur-Mer et de Tamaris-sur-Mer. Nous remercions très vivement MM. 
P. Bougis et G. Pérès pour les facilités qu’ils nous y ont accordées.
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rad ioac tif et d ’au tres  non m arqués. On analysa it ainsi l’action d’une 
concurrence éventuelle en tre ces précurseurs.

e) Enfin dans ce rta in s cas, des fragm ents d ’ovaires on t été incubés
dans d ivers p récu rseu rs  afin de com parer les incorporations dans 
l ’ovocyte non  m û r et celles de l’œ uf en cours de développem ent.

2 - Techniques d e  prélèvem ent e t d 'élevage.

Les ovaires d ’Arbacia lixula p résen ten t une s tru c tu re  en grappe 
d ’acini. P o u r é tud ier les incorporations dans les ovocytes, on s’est 
borné à p ré lever quelques acini qui ont été dépo-sés d u ra n t un  tem ps 
donné dans de l’eau de m er additionnée de p récu rseu rs. Bien que ces 
conditions d ’expérience ne soient pas très physiologiques, elles ne 
p a ra issen t avoir déterm iné aucune a ltéra tion  dans la m orphologie des 
ovocytes. Il sem ble, en effet, que la com position saline du liquide 
coelom ique soit, chez les oursins, analogue sinon identique à celle 
de l ’eau de m er (Robertson, 1939 ; Cole, 1940).

Les p ro d u its  gén itaux  ont été recueillis après leu r ém ission p ar 
l ’an im al. Celle-ci a été provoquée p a r l’emploi d ’u n  procédé simple, 
fo rtu item en t découvert, et dont l’efficacité ap p a ra ît excellente lors­
q u ’on dispose d ’an im aux  m atures. A ussitôt ram enés au  laborato ire, 
les o u rsin s son t lavés, l ’un  après l’au tre  et d u ra n t quelques secondes, 
sous un  je t  d ’eau douce, destiné prim itivem ent à d é tru ire  les sperm a­
tozoïdes qui au ra ien t pu  souiller la surface ex térieure des femelles. 
Puis, chaque an im al est im m édiatem ent rincé sous un  je t  d ’eau de 
m er, fra îchem en t récoltée au large et transportée  au  labora to ire  dans 
des bonbonnes p lastiques. Ce tra item en t déclenche l ’ém ission des p ro­
du its génitaux . Les an im aux  sont alors posés p a r leur pôle aboral sur 
u n  tube de B orrel garn i d ’eau de m er et dans lequel sont recueillis 
les œ ufs ou le sperm e fournis. Les pontes sont contrôlées individuel­
lem ent afin de vérifier l’absence ou la ra re té  des ovocytes non m ûrs 
et, éventuellem ent, d ’élim iner les lots qui au ra ien t pu  être  fécondés 
p a r une co n tam in atio n  de sperme. La suspension d ’œ ufs est ensuite 
filtrée su r une é tam ine qui re tien t diverses im puretés (feces, e tc .) . Les 
œ ufs son t dégangués p a r addition d ’acide acétique et ag itation . Puis 
ils son t lavés p a r  de l’eau de m er renouvelée grâce à tro is ou quatre  
décan tations successives.

D ans les expériences de courte durée, les ovocytes sont placés dans 
l’eau de m er add itionnée de p récurseurs ; ils y sont fécondés par 
l ’ad jonction  de sperm e dilué. Dans les expériences de durée plus 
longue, les ovocytes sont d ’abord additionnés de sperm e. Dix m inutes 
après, on contrô le  l’efficacité de la fécondation. Les œ ufs sont ensuite 
lavés deux fois, p a r décantation  dans de l’eau de m er, pour élim iner 
la p lus g rande p artie  du sperm e en excès. C’est après cela seulem ent, 
q u ’ils sont m is en présence du précurseur.

Les incubations dans les solutions radioactives sont effectuées 
dans des godets de verre  à fond arrondi dont le d iam ètre a tte in t 
environ 2 cm et la contenance 1,5 ml. Pour que le développem ent 
s’effectue de façon régulière, il est nécessaire que le fond du godet 
ne contienne pas p lus d ’une ou deux couches d ’œ ufs régulièrem ent 
sédim entées. Les godets eux-mêmes sont placés dans des cham bres

4
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hum ides form ées par des boîtes de P é tri don t le fond est couvert d ’eau 
de m er. D ans ces conditions, on peut ob ten ir 80 à 90 p. 100 d ’œ ufs 
norm alem ent segmentés.

3 - Technique histologique e t au torad iograph ique .

Après achèvem ent de l ’expérience, la p lus g rande p artie  du liquide 
d ’incubation  est retirée et rem placée p a r  le fixateur su ivan t :

Après une heure de fixation, on opère p lu sieu rs  lavages à l’eau 
distillée et on p ra tique une double inclusion  gélose-paraffine. Les 
coupes, faites à 7 y. sont recouvertes d ’une ém ulsion  pelliculable K odak 
AR-10. L ’exposition dure deux sem aines. A près développem ent, la 
coloration est effectuée au vert de m éthyle-pyronine.

Avant ém ulsionnage, certaines p rép a ra tio n s  ont été tra itées  p a r 
des solutions de diastases spécifiques, désoxyribonucléase ou ribonu- 
cléase cristallisée (W orthington B ioch.). Ces d iastases sont d issoutes 
dans une solu tion  de su lfate  de m agnésium  4 X KM M tam ponnée 
à pH 7,5 p a r une solution m ixte de phosphates de sodium  et de p o tas­
sium . Les enzym es sont u tilisés à une co n cen tra tio n  de 10 m g/100 cm 3 
de solution saline. Les traitem en ts p a r  les d iastases sont effectués à 
37°, d u ra n t 7 heures pour la désoxyribonucléase, pen d an t 3 heures 
pour la ribonucléase.

4 - Précurseurs employés.

Les p récu rseu rs suivants on t été u tilisés :
Thym idine tritiée  - New England N uclear Corp. Act. spéc. 1.900 m c/m M

- Schw arz B ioresearch - Act. spéc. 3.000 m c/m M .
T hym idine m éthyl-tritiée  (New E ngland  N uclear Corp.)

Act. spéc. 6.590 m c/m M .
U ridine tritiée  (New England N uclear Corp.)

Act. spéc. 3.280 m c/m M . et 2.020 m c/m M .
Cytidine tritiée  (New E ngland N uclear Corp.)

Act. spéc. 1.000 m c/m M  et 1.840 m c/m M .
Thym ine tritiée  (New England N uclear Corp.)

Act. spéc. 11.300 m c/m M .
M éthionine S35 (Com m issariat à l’Energie A tom ique)

Act. spéc. environ 15 m c/m M  au m om ent de l’expérience.
Glycine tritiée  (Radiochem ical Center, A m ersham )

Act. spéc. 176 m c/m M .
Tyrosine tritiée  (Radiochem ical Center, A m ersham )

Act. spéc. 242 m c/m M .
Dans tous les cas, on a utilisé une so lu tion  co n ten an t au  d ép art 

1 m c/m l. A l’aide de m icropipettes à rem plissage au tom atique, les 
quan tités  voulues de solutions radioactives sont prélevées et diluées 
dans un volum e approprié d ’eau de m er p o u r être  im m édiatem ent 
utilisées.

eau ................
alcool ...........
acide acétique

30 volum es 
16 volum es 
1 volum e



T a b l e a u  I. — LOCALISATION DES MARQUAGES 
(Le temps 0  est compté à partir de l’instant de l’addition du sperme)

INCUBATION ENTRE 0  ET 1 H INCUBATION ENTRE 0  ET 5  H INCUBATION ENTRE 4 ET 5 H

C y t id ine Urid in e T h y m id in e Thym ine C y t id in e U rid in e T h y m id ine T hym ine C y t id in e  U r id ine  T h ym in e
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Marquages
nets

Marquages
très

faibles

Marquages
nets

Pas
de

marquage

M arquages
massifs

M arquages 
massifs mais 
m o in s que 
pour la cy­
tidine et la 
thym id ine.

M arquages
massifs

M arquage 
n u cléa ire  
é g a l  ou  
su p érieu r 
à celui du 

cyto­
plasme.

Même distribution que 
de 0 à 5 heures, avec 
affaiblissement tant sur 
les noyaux que sur le 

cytoplasme.

Cyto­
plasme Pas de marquage

M a r q u a g e  
élevé mai s  
t r è s  i n f é ­
rieur à celui 
des noyaux.

M a r q u a g e  
é l eve  p l us  
intense que 
pour la cy­
tidine, très 
inférieur à 
c e l u i  d e s  

noyaux.

M a r q u a g e  
a p p a r a i s ­
s an t  p o u r  
des concen­
trations éga­
les ou supé­
r i e u r e s  à 

2 pc/ml.
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La plus grande partie 
du marquage est dans 
l ADN ; une faible part 
se trouve dans l’ARN.

In c o rp o ra ­
t i on  dan s  
l ’ADN seu­

lement.

Cyto­
plasme

La q u as i  t o t a l i t é  de 
l’incorporation est dans 
l’ARN.

L e mjà r  - 
quage paraît 
insensible à 
l’action des 
ag e n t s  ca­
p a b l e s  de 
d i s s o u d r e  

l’ARN.
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La thym idine et la désoxyuridine non m arquées p rov iennen t de 
Mann Research Laboratories, l’urid ine non m arquée de Calbiochem.

IV. —  LE MÉTABOLISME DES ACIDES NUCLÉIQUES
DANS L'Œ UF EN COURS DE SEGM ENTATION.

Les diverses conditions expérim entales m ises en œ uvre condui­
sent à des marquage-s qui diffèrent en tre  eux p a r leu r in tensité , par 
leur localisation dans les constituan ts  m orphologiques de l’œ uf, par 
la n a tu re  chim ique des substances m arquées.

I - Localisation e t nature chimique des substances m arquées.

Les photographies des p lanches I et II m o n tren t b ien la n a tu re  
des résu lta ts  obtenus. Le tableau I résum e les observations effectuées 
su r la localisation du m arquage. On note que tous les p récu rseu rs  
cités s’incorporen t principalem ent dans l ’ADN nucléaire . Des in co r­
porations cytoplasm iques sont égalem ent observées : la p lus grande 
partie  d ’en tre elles d ispara ît après action de la ribonucléase. Cepen-

PLANGHE I
Figures 1, 2, 3 , 4 , 5 :  Influence de l’activité spécifique de la thym idine sur 

l ’intensité des marquages. Thymidine tritiée Schwarz  3.000 mc/m M  diluée par de 
la thymidine froide dans Veau de mer. Incubation 0-5 heures.

l e t  2. — Thymidine tritiée à 20 /¿c/ml - 3.000 mc/mM.
3. — Thymidine tritiée +  thymidine froide activité finale 20 /¿c/ml - 200 mc/mM.
4. — Thymidine tritiée +  thymidine froide activité finale 20 /¿c/ml - 20 mc/mM.
5. — Thymidine tritiée +  thymidine froide activité finale 20 /¿c/ml - 2 mc/mM.
Figures 6, 7, 8 : Influence de la concentration de la thym idine tritiée sur

l’intensité des marquages. Thymidine tritiée Ne\v England 1.900 mc/mM. Incuba­
tion 0-5 heures.

6 et 7. — 0,2 /¿c/ml.
8. — 0,02 /¿c/ml.
Figures 9, 10, 11 : Influence de la concentration de l’uridine tritiée sur l ’inten­

sité et la répartition des marquages. Uridine tritiée Nëw England. 3.180 mc/mM. 
Incubation 0-5 heures.

9. — 40 /¿c/ml.
10. — 2 /¿c/ml.
11. — 0,2 /¿c/ml.

PLANCHE II
Figures 1, 2, 3, 4, 5, 6 : Incorporation de cytidine tritiée (New England 

1.000 mc/mM).
I. — 40 /¿c/ml - Incubation 0-1 heure.
2 et 3. — 40 ¿¿c/ml - Incubation 0-5 heures.
4. — 20 /¿c/ml - Incubation 0-5 heures.
5. — 40 /¿c/ml - Préparation soumise à l ’action de la désoxyribonucléase.
6. — 40 /¿c/ml - Préparation soumise à l ’action de la ribonucléase.
Figures 7 , 8 , 9 :  Compétition entre précurseurs des acides nucléiques.
7 et 8. — Thymidine tritiée : 20 /¿c/ml +  uridine froide.
9. — Cytidine tritiée : 2 /¿c/ml +  thym idine froide.
Figures 10, 11, 12 : Incorporation des acides aminés.
10. — Tyrosine tritiée - Incubation 0-5 heures.
II. — Tyrosine tritiée - Incubation 0-1 heure.
12. — Méthionine S38 - Incubation 0-5 heures.
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T a b l e a u  II. — INFLUENCE DE LA CONCENTRATION DES DIVERS PRECURSEURS 
EMPLOYES SUR L’INTENSITÉ DES MARQUAGES 

(Les marquages sont observés chez des embryons incubés durant cinq heures dans la solution radioactive.)

Activité
p a r

millilitre

Local isat ion 
t o p o g r a p h i q u e  
d u  m a r q u a g e

C y t id ine  
1 e t  1,8 c /m M

U rid in e  
2 e t  3 c /m M

T hy m id ine  
2 à  6 c /m M

40 (/.c/ml

noyaux Tous les marquages sont massifs Marquages massifs (moins que 
pour la cytidine de même acti­
vité)

Cytoplasme Marquage élevé Marquages très élevés (plus que 
pour la cytidine)

20 {/.c/ml
noyaux Marquages massifs en général Marquages massifs en général. Tous les marquages sont massifs

Cytoplasme Marquage moyen Marquage élevé Marquage faible (cf. cytidine 2 p.c)

2 p.c/ml
noyaux Marquages massifs peu nom­

breux
Marquages élevés La plupart des marquages sont mas­

sifs
Cytoplasme Marquage faible Marquage moyen Marquage très faible

0,2 (/.c/ml
noyaux Jamais de marquages massifs Jamais de marquages massifs Les marquages sont forts ; certains 

sont massifs
Cytoplasme Marquage très faible Marquage faible Pas de marquage

0,02 {/.c/ml

noyaux Marquages rarement significatifs Marquages rarement significatifs Pas de marquages massifs. Intensité 
généralement intermédiaire entre cel­
les de cytidine 0,2 (/.c/ml et uridine 
0,2 (/.c/ml

Cytoplasme Marquage quasiment nul Marquage quasiment nul Pas de marquage

0,002 (ic/ 
ml

noyaux Pas de marquage Pas de marquage Rares marquages significatifs (cf. cyti­
dine et uridine (0,02 (/.c/ml)

Cytoplasme Pas de marquage Pas de marquage Pas de marquage
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dant, dans le cas de la thym idine, les in co rpora tions cytoplasm iques 
n ’ap p ara issen t que pour des concentrations ex ternes assez élevées et 
resten t n ettem en t plus faibles que celles qui peuvent être observées 
avec les au tres p récurseurs ; leur insensib ilité  vis-à-vis des élém ents 
capables de dissoudre l’ARN conduit à penser que cette incorporation  
ne s’effectue pas dans les acides nucléiques. Cette inco rpora tion  cyto- 
plasm ique de la thym idine n ’a pas été constatée dans les études de 
Nigon et N onnenm acher qui po rta ien t p rin c ip a lem en t su r des incuba­
tions de zéro à une heure. On peut supposer q u ’elle résu lte  d ’une 
m étabolisation de la thym idine soit d irec tem ent au  sein de l’em bryon, 
soit p a r d ’au tres organism es (bactéries p a r exem ple), p résen ts  dans 
l’eau de m er où se fa it l’incubation.

2 - Influence de la concentration des précurseurs em ployés.

Les observations de Nigon et N onnenm acher m o n tra ien t que la 
fo u rn itu re  de thym idine en quan tités décro issan tes ne p ro d u it pas 
de varia tions appréciables dans l’in tensité  des m arquages nucléaires 
lorsque la concentration  apportée décro ît de 40 à 2 pLc/ml. Or, ces 
études p o rta ien t su r des incubations brèves, la p lu p a rt des em bryons 
ayan t été fixés au stade 2. Ces expériences on t été répétées pour des 
incubations de 5 heures. On constate alors que l’incubation  dans la 
thym idine à 20 [ic/ml conduit à des m arquages nucléa ires un ifo rm ém ent 
m assifs. P our 2 ^c/m l, on note à côté des noyaux à m arquage m assif, 
la présence d ’une proportion appréciable de noyaux au  niveau desquels 
le m arquage, tou t en re stan t élevé, est cependan t n e ttem en t m oins 
dense. Lorsque la concentration  de thym id ine exogène décroît encore, 
les m arquages m assifs disparais-sent to ta lem ent, tan d is  que l’in tensité  
m oyenne du m arquage dim inue progressivem ent. P o u r 0,002 txc/ml,

T a b l e a u  III. — INFLUENCE DE L’ACTIVITÉ SPÉCIFIQUE 
ET DE LA CONCENTRATION DE LA SOLUTION DE THYMIDINE 

SUR L’INTENSITÉ DES MARQUAGES NUCLÉAIRES.

Les marquages sont observés chez des embryons incubés durant cinq 
heures dans la solution radioactive.

L’échelle suivante a été établie :
Niveau 1 =  Rares marquages

significatifs . . (Thymidine N.E. 1900 mc/mM - 0,002 ¡¿c/ml)
Niveau 2 =  Marquages nets

sans être massifs (Thymidine N.E. 1900 mc/mM - 0,02 jxc/ml) 
Niveau 3 = Marquages forts, 

certains sont
m a ss ifs  (Thymidine N.E. 1900 mc/mM - 0,2 pic/ml)

Niveau 4 = Tous les marquages
sont massifs . (Thymidine N.E. 6580 mc/mM - 20 ̂ c/ml)

Les résultats suivants sont obtenus avec de la thymidine Schwarz
étendue à l’aide de thymidine froide :
— Thymidine Schwarz pure, 3.000 mc/mM - 20 jxc/ml - niveau 4
— Thymidine réduite à 200 mc/mM - 20 jxc/ml - entre 3 et 4
— Thymidine réduite à 20 mc/mM - 20 p.c/ml - entre 2 et 3
— Thymidine réduite à 2 mc/mM - 20 ¡ic/ml - environ 1



T a b l e a u  IV. — INFLUENCE D’UN PRECURSEUR NON RADIOACTIF 
SUR L’INCORPORATION D’UN AUTRE PRÉCURSEUR RADIOACTIF

(L’activité des solutions servant à l’incubation est de 20 ¡ic/ml ou 2 ¡xc/ml. Les embryons séjournent dans les solutions pendant
cinq heures.)

PRÉCURSEUR RADIOACTIF SEUL PRÉCURSEUR RADIOACTIF +  THYMIDINE FROIDE 
(environ 4 x1 0 - î  (¿M/ml)

PRÉCURSEUR RADIOACTIF 
+  DÉSOXYURIDINE FROIDE 

(environ 4 x1 0 _ï (¿M/ml)

PRÉCURSEUR RADIOACTIF 
+  URIDINE FROIDE 

(environ 4X10-* (¿M/ml)

CYTIDINE 
TRITIEE 
1.800 m e/ 

raM

10"' (iM/ml
Noyaux

Cytoplasme

Marquages massifs en gé­
néral
Marquage moyen

Marquages massifs rares 

Marquage faible

Mêmes résultats 
qu'avec l'addition 

de thymidine 
froide

1 0 - '  (iM/ml

Noyaux

Cytoplasme

Marquages massifs peu 
nombreux

Marquage faible

Marquages peu élevés, par­
fois à la limite de la détec­
tion
Marquage nul ou très 
faible

URIDINE 
TRITIEE 
2 .0 0 0  m e/ 

raM

1 0  '  (iM/ml

Noyaux

Cytoplasme

Marquages massifs en gé­
néral

Marquage élevé

Certains marquages sont 
élevés sans être massifs ; 
nombreux marquages fai­
bles
De faiblement à intensé­
ment marqué

1 0  '  jxM/ml
Noyaux

Cytoplasme

Marquages élevés 

Marquage moyen

Marquages plus ou moins 
nets, souvent à peine dis­
cernables
Marquage très faible

THYMI­
DINE 

TRITIEE 
6.580 m e/ 

mM

1 0 - '  fxM/ml
Noyaux

Cytoplasme

Marquages très massifs 

Marquage faible

Marquages élevés 
mais non massifs
Marquage à peu 

près nul
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les m arquages nucléaires deviennent q uasim en t nu ls  (Tableau II, p lan ­
che I, fig. 6 à 11).

Des observations analogues peuvent être faites su r l ’inco rporation  
de l’urid ine et de la cytidine (tableau II) ; m ais on consta te  que la 
d im inution  dans l ’in tensité des m arquages nucléaires est p lus rap ide 
que pour la thym idine. Sans doute la com paraison  en tre  les divers 
p récu rseu rs n ’est-elle pas entièrem ent exacte du fa it que l’activ ité 
spécifique est différente pour chacun d ’eux. Si l’on réd u it l’activ ité 
spécifique de la thym idine p ar addition  de thym id ine  froide, on 
constate , en effet, que le m arquage p eu t devenir négligeable m êm e 
p o u r 20 (xe/ml (Tableau III, P lanche I, fig. 1 à 5) ; m ais de tels effets 
ne sont observés que pour des varia tions très  fo rtes dans l’activ ité 
spécifique des précurseurs. Ces varia tions re s tan t re la tivem ent faibles 
d ’un  p récu rseu r à l’au tre , il p a ra ît peu vraisem blable que les diffé­
rences dans l’in tensité du m arquage tire n t leu r origine de ce facteur.

3 - Influence des com pétitions en tre  précurseurs sur l'intensité des 
m arquages.

Les solutions d’incubation  ont été réalisées en a jo u ta n t à l’eau 
de m er 10 (xg/ml d ’un p récu rseu r non rad ioactif (thym idine, u rid ine  
ou désoxyuridine) et, selon les cas, 2 ou 20 ¡/.c/ml d ’un  p récu rseu r tr itié  
(thym idine, cytidine ou u rid in e). Les œ ufs o n t été incubés d u ra n t 
cinq heures avan t d’être fixés. Les ré su lta ts  son t exprim és dans le 
tab leau  IV et la planche I (fig. 7 à 9).

On constate  que, d ’une façon générale, l ’add ition  d ’un p récu rseu r 
non rad ioactif en concentration re la tivem ent élevée déprim e le m a r­
quage p ar un  p récurseur rad ioactif quel q u ’il soit. A insi la thym id ine  
ou la désoxyuridine froide réduit l’inco rp o ra tio n  de l’u rid ine  ou de 
la cytidine ta n t dans l’ARN que dans l’ADN. De m êm e, l ’urid inc 
froide dim inue la fixation de la thym idine.

4 - Discussion e t conclusion.

Il fau t n o ter tout d ’abord que nos ré su lta ts  s ’accordent avec les 
conclusions des au teurs pour m o n trer que, d u ra n t la segm entation 
de l’œ uf d ’oursin , le m étabolism e de l ’ADN est beaucoup p lus actif 
que celui de l’ARN. La différence ap p a ra ît p articu liè rem en t frap p an te  
si l’on considère l’incorporation  de l’u rid ine . Celle-ci p eu t s ’effectuer 
dans l’ARN de façon très simple. En revanche, son inco rporation  dans 
l ’ADN exige des rem aniem ents, m éthy lation  de l’u racile  en thym ine, 
tran sfo rm atio n  du ribose en désoxyribose, ce qui devrait, sem ble-t-il, 
en tra în er des pertes. Malgré cela, ce p ré cu rseu r m arq u e  l’ADN beau­
coup plus fortem ent que PARN.

Cette incorporation  des ribonucléosides py rim id iques dans l’ADN 
p ara ît un  fa it d ’observation générale que, depuis H am m arsten  et coll. 
(1950), de nom breux travaux  ont con tribué à m ettre  en évidence. 
On peu t donc adm ettre, en prem ière analyse, que les enchaînem ents 
m étaboliques obéissent ici à des règles banales. A insi, en se fondan t 
su r les in te rp ré ta tio n s les plus généralem ent adm ises (voir P rusoff,
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1958 ; Davidson, 1961 ; Reichard, 1961), on peut établir le diagramme 
de la fig. A où l’on a tracé les principales relations constatées entre 
les nucléosides pyrim idiques. Il est clair que ce diagramme apporte 
seulement une vue schématique, et l’on conçoit aisément la complexité 
des interactions que doit comporter l’ensemble de ce métabolisme dont 
les diverses parties réalisent un système hom éostatique et qu’un 
schéma vient fausser à force de simplifications. C’est néanmoins à 
travers ce schéma que nous pouvons tenter d’apporter une explication 
à l’ensemble des faits que nous avons observés.

Fig. A : Les enchaînements métaboliques dans la synthèse des acides nucléiques. 
Combiné d’après Davidson (1961), Reichard (1959, 1961).

a) La plus grande efficacité de la thymidine dans la production
des m arquages peut y trouver des explications assez satisfaisantes. 
Divers travaux ont prouvé que la thymidine et la dèsoxycytidine cons­
tituent de-s précurseurs exclusifs de l’ADN (Reichard et Estborn, 1951 ; 
Friedkin et coll., 1956). Ainsi, dans cette partie du cycle, les conditions 
cellulaires et la nature  des enzymes présents favorisent la transfor­
m ation rapide de thym idine en ADN, excluant pratiquem ent la pro­
duction de la réaction inverse. Le sort de l’uridine et de la cytidine 
est, au contraire, beaucoup plus varié. Ces précurseurs s’engagent 
dans les échanges les plus divers, les conditions de réaction perm ettant
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vraisem blablem ent à des tran sfo rm atio n s réversib les de se p rodu ire  
aisém ent. Il en résulte que l’u rid ine  et la cy tid ine se d iluen t dans 
un pool de m étabolites beaucoup p lus vaste que celui dans lequel 
s’in tégre la thym idine. C’est peu t-ê tre  à cette différence q u ’il fau t 
a ttr ib u e r l’efficacité de la thym idine, don t l’in co rp o ra tio n  est visible 
dan-s l’ADN à des concentrations dix fois p lus faibles que celles 
q u ’exige la cytidine ou l’uridine. D ans cette  d iversité  des voies m éta­
boliques ouvertes à l’urid ine et à la  cytidine, la fo rm ation  d ’ARN 
joue peu t-ê tre  un  certain  rôle. L ’ARN form é est rép a rti dans l’ensem ble 
du volum e de l’œuf, tand is que l’ADN est concentré  au niveau des 
hoyaux : des synthèses quan tita tivem en t équivalen tes d ’ARN et d ’ADN 
se trad u isen t alors par des m arquages d ’in tensité  p lus faible, dans 
le cas de l ’ARN. De plus, il p a ra ît v ra isem blable q u ’une p artie  des 
ribonucléosides pyrim idiques se trouve en tra înée  vers la synthèse de 
m olécules qui d isparaissent au cours des tra item en ts  histologiques, 
et ne son t donc pas révélées p ar l’au to rad iograph ie .

b) L ’action inhibitrice de l’u rid ine  su r l’inco rpora tion  de th y m i­
dine s ’explique aisém ent si l’on adm et, d ’après les ré su lta ts  co u ran ts  
des au teu rs, que l ’urid ine constitue un  p récu rseu r ac tif de la thym id ine 
contenue dans l ’ADN. En revanche, l’action com parable de la th y m i­
dine ou de la désoxyuridine su r l’in co rp o ra tio n  de l’u rid ine  et de la 
cytidine est beaucoup plus curieuse. E lle s ’oppose en p articu lie r à 
des observations faites su r d ’au tres m atérie ls (Maley et Maley, 1960). 
Comme les conclusions des au teu rs sem blent solidem ent établies et 
que nos p ropres observations ont été répétées à p lu sieu rs reprises, il 
fau t bien adm ettre  q u ’il existe là une différence, dans les conditions 
ou dans le m atériel, dont il est encore diffìcile de ce rn er les contours. 
On no tera  que cette action des désoxyribosides se m an ifeste  au  n iveau 
du pool des p récurseurs com m uns à l’ARN et l’ADN, pu isque les deux 
sortes de m arquages sont s im ultaném ent inhibés. P o u r expliquer ces 
faits, tro is catégories d ’explications peuven t être  envisagées. Ou bien 
la thym idine exogène, lo rsqu ’elle est p résen te  en large excès, est capable 
de suppléer dans leurs fonctions habituelles, l’u rid in e  et la  cytidine. 
Ou bien la présence de la thym idine exogène lim ite la p én é tra tio n  dans 
l’œuf, de l ’urid ine et de la cytidine exogènes. O n p o u rra it enfin se 
dem ander si l’addition de nucléosides en excès ne v ien t pas sim plem ent 
inh iber la synthèse d ’ADN comme l’on t m o n tré  les observations faites 
p a r divers au teu rs su r d ’au tres m atérie ls : il sem ble que cette dern ière  
hypothèse puisse être exclue d ’em blée car, dans les conditions de 
nos expériences, la vitesse de segm entation ne p a ra ît  pas modifiée p a r 
rap p o rt à celle des tém oins, con tra irem en t à ce qui a pu être  observé 
parfo is (Xeros, 1962).

La prem ière hypothèse revient à ad m ettre  que, les conditions 
d ’équilibre habituelles é tan t renversées p a r l ’excès de thym idine, des 
dérivés urid iliques et cytidiliques so n t susceptib les de se fo rm er à 
p a r tir  de la thym idine exogène. Cette hypo thèse va à l’encon tre  des 
données actuelles ; elle ne p ara ît pas, cependan t, pouvoir ê tre  écartée 
a priori, pour deux raisons. D’une p a rt, l ’em ploi de la thym id ine tritiée  
en tra îne , semble-t-il, la localisation d ’une p a r t  élevée sinon de la 
to ta lité  du m arquage au niveau du g roupem ent m éthylé. Or, dans 
les transfo rm ations que nous som m es condu its à supposer, ce g rou­
pem ent d isp ara îtra it et, avec lui, le m arquage carac té ris tiq u e . De
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telles tran sfo rm atio n s  ne seraien t visibles que p a r l’em ploi d ’au tres 
m arq u eu rs  (G14 p a r exem ple), dont la faible activité spécifique rend 
la détection au to rad iograph ique bien difficile. D ’au tre  p art, il semble 
que cette évolution ne deviendrait im portan te que pour des concen­
tra tio n s  de thym id ine  nettem ent plus élevées que les concentrations 
de cy tid ine em ployées, ce qui im plique un rendem ent assez faible de 
cette voie m étabolique. Sa m ise en évidence exigerait donc l’emploi 
d ’activ ités élevées.

On n o te ra  que, lorsque la concentration de thym id ine exogène 
s ’élève fo rtem ent, des incorporations non nucléiques apparaissent, 
qui tra d u isen t sans doute des rem aniem ents im p o rtan ts  du p récu r­
seur. D ’au tre  p a r t, l’incorporation  de thym idine dans l ’ARN a déjà 
été constatée. B racket (1958) l’a décrite chez Acetabularia, organism e 
dont le m étabolism e de l’ADN semble particu lièrem ent faible. Berech 
et Van W ag tendonk  (1962) m on tren t que, chez Paramecium aurelia 
le m arquage p rov en an t de la thym idine se re trouve dans l’u racile de 
l’ARN. Des ré su lta ts  analogues ont été obtenus p a r F ink  et F ink  (1961, 
1962) chez Neurospora.  Enfin, Sells (1960) observe que, en présence 
de 6-azauracile, l’addition  de thym idine déprim e l’incorporation  d ’ura- 
cile chez Bacillus cereus. Q uant aux observations de Nigon et Non- 
n enm acher (1961) au su jet de l’incorporation de thym idine tritiée 
dans l ’ARN de l ’ovaire chez la Drosophile et qui p o u rra ien t être in te r­
prétées dans le m êm e sens, elles doivent être considérées avec p ru ­
dence, ca r leu r explication soulève encore de nom breuses difficultés 
(Nigon et Gillot, 1962). Il n ’est peut-être pas sans in térê t de rapprocher 
ces observations de celles effectuées p ar R eichard, C anellakis et Canel- 
lakis (1960) m o n tran t que l’incorporation de cytidine m onophosphate 
dans l ’ADN est fo rtem en t inhibée, in vitro, p a r l’addition de désoxy- 
ribonucléosides triphosphates.

La seconde hypothèse peut être conçue de diverses façons. Ou bien 
l’excès de thym id ine exogène provoque un excès des dérivés urid iliques 
et cy tid iliques endogènes — par une sorte de sous-consom m ation de 
ceux-ci —  d ’où la nécessité d ’augm enter leur concen tration  dans le 
m ilieu ex térieu r si l’on veut voir la cytidine et l’u rid ine exogènes 
p én é tre r dans l’œ uf. Ou bien l’inhibition peut s ’effectuer au  niveau 
des m écanism es de tran sfe rt ; dans la m esure où des récepteurs com ­
m uns ex iste ra ien t p our le tran sfe rt de ces divers nucléosides, il se 
p o u rra it que la présence de l’un d ’entre eux en excès inhibe la péné­
tra tio n  des au tres. Des observations analogues, faites su r des cu ltures 
de tissus, on t conduit Feinendegen et coll. (1961) à un  m êm e cham p 
d ’hypothèses en tre  lesquelles toute décision reste délicate.

En conclusion, l’ensem ble des observations effectuées perm et de 
considérer que, dans le développem ent de l’œ uf d ’oursin , l’intercon- 
version des dérivés pyrim idiques s ’effectue selon des règles analogues 
à celles qui on t été observées dans d ’autres organism es. Les équilibres 
sont agencés de telle m anière que la thym idine est fixée très rap ide­
m ent et avec un  rendem ent élevé dans l’ADN, tand is que la cytidine 
et l’u rid in e  se rép a rtissen t dans un réseau com plexe d ’activités m éta­
boliques. La possib ilité  d ’une com pétition en tre  la thym id ine et les 
ribonucléosides pyrim id iques ouvre le cham p à un certa in  nom bre 
d ’hypothèses : seul l ’em ploi de m éthodes p roprem ent chim iques per­
m e ttra it d ’effectuer un  choix en tre ces diverses in te rp ré ta tio n s .
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V. —  L'INCORPORATION DES ACIDES AMINÉS 
AU COURS DU DÉVELOPPEMENT

L ’em ploi de p récurseurs des acides nucléiques ne p a ra ît  pas
révéler l’in tervention  de changem ents notab les dans le m étabolism e 
de l’em bryon au cours des six prem ières heu res du développem ent. 
E n  revanche, lo rsqu ’on utilise des acides am inés m arqués, on constate  
que les incorporations obéissent, dans les deux heures qui su ivent la 
fécondation, à des règles différentes de celles qui sont suivies d u ra n t 
les heures suivantes. P our la ty rosine et la glycine tritiées, on a
em ployé une concentration  de 25 ¡jLc/ml ; p o u r la m éth ion ine S35, on
a u tilisé 0,01 jAc/ml et 2 [ic/ml.

1 - L 'incorporation durant les deux prem ières heures du développem ent.

Les œ ufs incubés pendan t 60 à 90 m in u tes sont, pou r la p lu p art, 
m arqués très nettem ent, quel que soit l’acide am iné utilisé.

—  P o u r la tyrosine et la glycine, on observe su r le cytoplasm e 
et les noyaux au repos un m arquage qui sem ble un ifo rm e. Toutefois, 
les figures astériennes et les fuseaux ach rom atiques p a ra issen t p lus 
m arqués que le reste de la cellule, d ’une façon très  ne tte  avec la 
tyrosine, m oins évidente avec la glycine (P lanche II, fig. 11).

—  Dans le cas de la m éthionine, on ob tien t des m arquages diffus. 
L ’absence de localisation p référen tielle peu t ê tre  due ici à la n a tu re  
du rayonnem ent émis p ar le S35.

2 - L 'incorporation jusqu'à la sixième heure d e  développem ent.

Les œ ufs développés pendan t six heures, q u ’ils a ien t été m is en 
présence de p récurseurs radioactifs d u ra n t la to ta lité  des six heures, 
ou seulem ent pendan t les dernières 90 m inu tes, m o n tren t to u jo u rs  des 
noyaux beaucoup plus m arqués que ne l’est le cytoplasm e.

—  Les œ ufs développés six heures dans la ty ro sin e  ou la glycine 
ont des m arquages cytoplasm iques in tenses dom inés p a r des m a r­
quages nucléaires plus élevés encore et souvent m assifs (P lanche II, 
fig. 10). D ans le cas de la m éthionine, la différence en tre  m arquages 
nucléaires et cytoplasm ique est beaucoup m oins évidente (P lanche II, 
fig. 12).

—  Les œ ufs qui, après 4 h 30 de développem ent dans l ’eau de 
m er, so n t m is d u ran t 1 h à 1 h 30 en présence du p récu rseu r, ont 
des m arquages du même type m ais atténués.

—  La ribonucléase, essayée dans le cas de la glycine, ne rédu it 
pas le m arquage. Ainsi, il semble vra isem blab le que les m arquages 
obtenus à p a r tir  des acides am inés, révèlen t l’im portance de la syn ­
thèse pro téique qui se déroule au m om ent de l ’incubation . Dès le 
début ’du développem ent, on constate donc une synthèse p ro téique 
répandue dans l’ensemble du cytoplasm e. La fo rm ation  des figures
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ach rom atiques com porte une incorporation  qui, tou t en é tan t u n  peu 
p lus élevée, n ’est cependant pas massive. Cette observation s ’accorde 
avec les conclusions des travaux  de H ultin  (1961), m o n tran t que la 
fo rm ation  du fuseau  est associée à une certaine synthèse protéique. 
Celle-ci n ’est sans doute pas très im portan te car, d ’après Mazia (1961), 
les co n stitu an ts  de la figure achrom atique sont, p ou r la plus grande 
p a rt, prélevés dans le cyt^plpsm e sous une form e m acrom oléculaire, 
syn thétisée av an t la m itose. En particu lier, la concen tration  plus élevée 
des groupes su lfhydrilés  au niveau des fuseaux et des asters, notée 
p a r K aw am ura et D an (1958) et p ar Feneaux (1961), ne p a ra ît pas 
répondre  à une synthèse nette, car nous n ’avons constaté, dans ces 
figures, aucune inco rporation  spéciale de la m éthionine m arquée.

On peu t ém ettre  diverses hypothèses pour expliquer la différence 
en tre  les m arquages nucléaires faibles observés au  début du dévelop­
pem en t et l ’in ten sité  des m arquages obtenus six heures après. On 
p o u rra it supposer d ’abord que les incorporations tard ives seraient 
dues à u n  dérou lem ent lent des processus qui conduisen t à la synthèse 
des p ro téines nucléaires à p a r tir  des précurseurs employés. Le m ar­
quage nucléa ire  ne s’affirm erait alors qu ’après une certaine latence 
m ais cette explication vient bu ter contre le fa it q u ’une incubation 
d ’une heure, si elle est effectuée après cinq heures de développem ent, 
suffit à fo u rn ir  des m arquages nucléaires supérieurs aux m arquages 
cy toplasm iques. Il fau t donc adm ettre  que la synthèse des protéines 
nucléaires s ’effectue d u ran t la prem ière heure  du développem ent, 
selon des lois d ifférentes de celles qui régissent cette synthèse u lté­
rieu rem en t. A insi l’incorporation  des acides am inés révèle, semble-t-il, 
l’existence d ’une m odification dans le m étabolism e cellu laire su rvenan t 
au  cours des p rem ières heures du développem ent.

VI. —  LE MÉTABOLISME DES ACIDES NUCLÉIQUES
DANS LES OVOCYTES EN COURS DE CROISSANCE

L ’incubation  de fragm ents d ’ovaires nous a perm is d ’étudier 
l’inco rp o ra tio n  de la cytid ine et de la thym idine dans les différents 
élém ents de cet organe.

—  La thym id ine  à 2 ^c /m l s’incorpore après une heure d ’incu­
b ation  dans les noyaux  de quelques rares ovocytes très  jeunes. Après 
cinq heu res d ’incubation , l’incorporation  nucléaire in téresse un  plus 
g rand  nom bre de ces ovocytes très jeunes ; elle y est parfo is faible, 
m ais en général in tense, et même souvent m assive.

—  La cy tid ine à 20 pc/m l s’incorpore, à p a r tir  d ’une heure 
d ’incubation , p lus faib lem ent que la thym idine, m ais dans un  très 
grand  nom bre de noyaux d ’ovocytes jeunes. En outre , de nom breux 
ovocytes avancés m o n tren t, après 5 heures d ’incubation, un  m arquage 
nucléaire , qui n ’est jam ais très intense, et très souvent est associé 
au nucléole. Ces m arquages après une heure sont faibles et rares.

Avec les deux p récurseurs, on observe le m arquage de certains 
noyaux ap p a rten an t à l’épithélium  péritonéal.
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E n définitive, il s’avère que la thym id ine s’incorpore seulem ent 
dans les p lus jeunes ovocytes. On peut donc supposer l’existence d ’une 
phase de synthèse active de l’ADN au  débu t de l ’ovogenèse. Cette 
phase est sans doute brève car le nom bre des noyaux m arqués reste  
faible. La cytidine, au contraire, s ’incorpore de façon p lus un ifo rm e 
m ais p lus faiblem ent aussi ; le m arquage co rresp o n d an t est élim iné 
p a r la ribonucléase, m ais résiste à l ’ac tion  de la désoxyribonucléase. 
On peut supposer que, dans les jeunes ovocytes, la synthèse nucléa ire  
de l’ARN est répartie  su r une plus longue durée que celle de l’ADN, 
ce qui expliquerait le plus grand nom bre de noyaux m arqués p ar 
la cytidine. Il reste cependant difficile d ’expliquer pourquoi, dans les 
ovocytes en fin de croissance, le m arquage nucléaire  p a r la cytid ine 
n ’ap p ara ît pas dès le début de l’incubation .

On est su rp ris  égalem ent de consta te r l’absence de to u t m arquage 
cytoplasm ique net, bien que l’ovogenèse com porte v ra isem blab lem ent 
une synthèse active d’ARN cytoplasm ique. P eu t-ê tre  fau t-il in c ri­
m iner, dans ces résu ltats, le caractère non physiologique des conditions 
expérim entales employées. En l’absence d ’au tre s  expériences, ces 
résu lta ts  devront être considérés avec prudence ; il se ra it to u t à fa it 
p rém atu ré  de ten ter une com paraison en tre  nos observations dans 
ce dom aine, de caractère prélim inaire, et les ré su lta ts  des nom breuses 
études su r l’incorporation de p récu rseu rs m arqués, au cours de 
l’ovogenèse.

VII. —  DISCUSSION ET C O N C LU SIO N S GÉNÉRALES.

L ’ensem ble des observations effectuées nous apporte  des in d i­
cations su r p lusieurs points im p o rtan ts  du m étabolism e de l’œ uf 
d ’oursin  au début de son développem ent. Les problèm es les p lus com ­
plexes sont soulevés par l’enchaînem ent des -synthèses qui condu isen t 
aux acides nucléiques. Des données p lus sim ples re sso rten t au su je t 
de la localisation de ces synthèses dans la cellule.

I - Le métabolism e des acides nucléiques.

Nous ne reviendrons pas ici su r la d iscussion  co n cern an t les 
re lations en tre  les divers p récu rseu rs des acides nucléiques. Cette 
discussion nous a longuem ent re tenus p lus h au t. Mais un  au tre  fait 
ap p a ra ît ici, déjà  mis en évidence p a r les observations de Nigon et 
N onnenm acher (1960). Alors que la co n cen tra tio n  d ’ADN dans l’œ uf 
vierge avoisine 10 5, une concentration  de thym id ine exogène de 
l’ordre de 10~8 suffit à déterm iner un  m arquage visible de l’ADN. P our 
ob ten ir le m êm e résultat, les concen tra tions d ’u rid in e  et de cytid ine
nécessaires sont de 10 \  bien que ces substances p artic ip en t à des 
synthèses très diverses. A m oins d ’ad m ettre  u n  pouvoir de concen­
tra tio n  particu lièrem ent élevé de l’œ uf vis-à-vis des nucléosides exo­
gènes, l’efficacité de ces nucléosides sem ble d ifficilem ent com patible 
avec une hypothèse d ’après laquelle l’ADN des p rem iers noyaux 
ré su lte ra it de l’u tilisation  directe d ’une réserve m acrom oléculaire , sans
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que celle-ci a it à trav e rse r une phase in term édiaire  de dégradation. 
Il est possible que l’augm entation  rapide des nucléotides acidosolubles 
qui, d ’après O lsson (1961), in terv ien t dans les cinq m inu tes qui suivent 
la fécondation , rep résen te  précisém ent la m obilisation de ces réserves. 
Sans doute des études quan tita tives poursuivies p a r voie chim ique, 
sont-elles souhaitab les pour déterm iner la p a r t  respective des divers 
p récu rseu rs  dans l ’élaboration  de l’ADN. Mais, dès à présen t, il 
ap p a ra ît que, su r ce m atérie l au moins, « l’ADN de réserve », s’il existe 
véritab lem ent, ne sau ra it jouer un  rôle génétique et p a rtic ip e ra it tout 
au p lus au  pool des p récu rseu rs endogènes.

2 - La localisation des synthèses.

Si l ’em ploi des m éthodes autoradiographiques ne peu t apporter 
de so lu tions définitives aux problèm es que pose l’analyse des voies 
du m étabolism e, ces m éthodes sont irrem plaçables p our déceler le 
lieu des synthèses. La localisation purem ent nucléaire  des synthèses 
d ’ADN ne nous re tie n d ra  pas. En revanche, la synthèse de l’ARN 
apporte  des observations in téressan tes. D uran t l’ovogenèse, elle p ara ît 
s ’effectuer exclusivem ent dans le noyau, p rincipalem ent au  niveau du 
nucléole. D u ran t la segm entation, au contra ire, le m étabolism e de 
l ’ARN sem ble ré p a rti en tre  le noyau et le cytoplasm e, sans prédo­
m inance dans l ’une ou l ’au tre  de ces structu res. Sans doute ne peut-on 
pas exclure l ’existence éventuelle d ’un tran sfe rt d ’ARN, du noyau 
vers le cytoplasm e. Cependant, aucune observation d irecte  ne vient 
é tayer cette hypo thèse que l’absence de nucléole rend particu lièrem en t 
peu vraisem blable . F au t-il voir, dans ce fait, une explication, partie lle 
au  m oins, à l’influence m atrocline qui para ît souvent l’em porter dans 
les prem ières phases du développem ent ? L ’ARN cytoplasm ique tire ra it 
alors son  origine d ’u n  modèle form é d u ran t l’ovogenèse et qui ne 
p o u rra it donc être q u ’un  modèle m aternel. Une telle hypothèse con­
d u ira it à chercher à p a r tir  de quel stade du développem ent le noyau 
devient capable de déverser de l’ARN dans le cytoplasm e.

Enfin, les observations relatives à la fixation des acides am inés 
tritié s  sont à la fois pleines d ’in térê t et fo rt su rp ren an tes. Que l’intense 
activ ité des noyaux  d u ra n t la segm entation com porte une synthèse 
p ro té ique abondan te  n ’est pas pour nous étonner. Une certaine p ru ­
dence s’im pose tou tefo is p a r suite de la discordance en tre  nos obser­
vations et celles d ’Im m ers (1959-1961) et de M arkm an (1961). Sans 
doute ces au teu rs  ont-ils employé des acides am inés d ifférents, m élange 
de 14 acides am inés pour Im m ers, leucine pour M arkm an. Mais 
nous-m êm es avons em ployé des acides am inés de n a tu re s  bien diffé­
ren tes, m éth ion ine  S35, glycine et tyrosine tritiées, qui tous tro is  nous 
ont ap p o rté  des ré su lta ts  concordants. On n o tera  toutefois que la
con cen tra tio n  nucléa ire  du m arquage est m oins évidente dans le cas 
de la m éth ion ine. P eu t-ê tre  tenons-nous là une explication des diffé­
rences en tre  nos ré su lta ts  et ceux des au teurs suédois. Ces derniers 
on t em ployé com m e m arq u eu r le C14, dont le rayonnem ent, comme
celui du S35, est tro p  p én é tran t pour perm ettre aisém ent une résolution 
très  fine. De plus, les activités spécifiques qu’ils u tilisen t (10 m c/m M ) 
sont très  in férieu res à celles que nous em ployons pour les p récu rseu rs 
tritié s  (environ 200 m c / mM) .  Enfin, pour M arkm an su rto u t, les durées
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d ’incubation  sont brèves et ne dépassent pas 10 m inu tes. De cet 
ensem ble de facteurs ont résulté des m arquages p lus faibles que les 
nô tres, d ’où une relative incertitude dans la localisation  des m arquages 
obtenus p a r Im m ers et M arkm an. D ’au tre  p a r t, nous avons opéré
su r Arbacia  tand is que les au teurs -suédois on t u tilisé  d ’au tre s  espèces. 
Or, Im m ers constate, en tre  les espèces q u ’il étudie, des différences 
notables dans la localisation du m arquage. De sorte que, là encore, 
nos discordances peuvent trouver une explication.

D ’au tre  p a rt, la localisation du m arquage, d ifférente selon  les 
stades considérés, ne constitue pas une observation  isolée. E lle a été 
notée égalem ent, dans le développem ent des A m phibiens, p a r  W adding- 
ton et S irlin (1959) ; dans les cellules m ésoblastiques de la g astru la , 
l’incorporation  nucléaire de phény lalan ine l’em porte s u r  l ’in co rp o ra ­
tion  cytoplasm ique, tandis q u ’à des stades p lus avancés, c’est l ’inverse 
qui est observé.

Un au tre  fa it in té ressan t réside dans l’in terva lle  de tem ps qui 
s’écoule en tre  le début de la synthèse d ’ADN et celui de la syn thèse  
de protéines nucléaires. En effet, l’inco rpora tion  de thym id ine tritiée  
est visible dès la prophase de la p rem ière division de segm entation. 
Or, l’incorporation  nucléaire d ’acides am inés tritié s  ne sem ble guère 
ap p a ra ître  avan t la fin de la seconde ou de la tro isièm e division. A insi 
la syn thèse  de protéines nucléaires n ’est liée à celle de l’ADN que p ar 
une voie ind irecte  ; elle ne sau ra it ê tre  considérée com m e une sim ple 
expression de la division chrom osom ique. La question  de sa signifi­
cation exacte se trouve donc posée et ne p o u rra  être  résolue que par 
de nouvelles expériences.

Summary

During the cleavage of Arbacia lixula, tritiated thym idine added to sea water 
is incorporated essentialy in nuclear DNA. Cytidine and uridine are taken up for 
the most part by nuclear DNA and for a sm all part by nuclear and cytoplasmic 
RNA. The incorporation is observed by autoradiography if more than 2 m /ic/m l 
of tritiated thymidine are present in the sea water. The same results are obtained 
w ith concentrations of 20 m^c/ml of cytidine or uridine. The addition of an 
excess of cold thymidine reduces tritiated uridine and cytidine uptake, w hile the 
addition of an excess of uridine reduces thym idine incorporation.

During the past two hours after fertilization, labellings given by radioactive 
amino-acid incorporation occur mostly in the cytoplasm. Later, the labellings are 
observed predominantly in the nuclei. These results tend to prove that in the
first hours of development the metabolism of nuclear proteins is altered.

When ovary pieces are exposed, in vitro, to tritiated cytidine and uridine, the
incorporation is limited to the nuclei, and som etim es to the nucleoli.

Zusammenfassung

Während der Furchung der Eizellen von Arbacia lixula  stellt man fest, dass 
dem Meerwasser zugesetztes, tritiertes Thymidin der DNS des Kerns eingebaut wird ; 
Cytidin und Uridin werden meistens auch in die DNS des Kerns inkorporiert ; te il­
w eise gehen aber die letztgenannten Substanzen in die RNS des Kerns und des 
Cytoplasmas über. Die Schranke der autoradiographisch sichtbaren Markierung ist 
gegeben durch einen H3-Thymidin Gehalt des Meerwassers von 2 m pc/m l ; mit 
Uridin oder Cytidin sind 20 m/tc/ml nötig. Die Zugabe von kaltem Thymidin in 
grösster Menge hemmt die Inkorporierung von Uridin und Cytidin ; dagegen kann 
Uridin den Einbau von Thymidin hemmen.
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In den ersten zwei Stunden nach der Befruchtung sieht man radioaktive Ami­
nosäuren sich meistens in den cytoplasmatischen Strukturen einbauen ; später 
erkennt man vorwiegend eine Inkorporierung in den Kern, was für einen Wechsel 
in der Synthese der Proteine des Kerns zu sprechen scheint.

Ovarienfragmente können, in vitro, H3-Cytidin oder -Thymidin erhalten. In 
diesem Falle ist die Markierung auf den Kern oder sogar auf die Nucleolen 
beschränkt.
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