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Action du LiCI sur de jeunes  b l a s t o d e r m e s  de 
poulet  cult iv6s in v i t ro t  

L 'ac t ion  sp6cifique du LiC1 sur la morphogenbse  est  une 
d6couver te  d6js` ancienne.  Les ma l fo rma t ions  qu ' i l  pro-  
voque  son t  connues  pour  bon nombre  d 'espbces  d ' I n v e r -  
t6br6s e t  de Vert6br6s anamnio tes .  E n  revanche ,  les quel-  
ques t r a v a u x  publi6s 5. ce su je t  sur  les Amniotes ,  5. savoir  
sur  les oiseaux,  n ' o n t  r ien fourni  de d6cisif. LANDAU~R 2 ne 
cons t a t e  q u ' u n e  a u g m e n t a t i o n  du t a u x  de morta l i t6  pa rmi  
ses e m b r y o n s  trait6s.  NAZ et  RULON 3 in j ec ten t  du LiC1 
iso tonique  dans  l'oeuf a v a n t  son incuba t ion  ou aprbs 48 h 
de d 6 v e l o p p e m e n t  sans  r encon t r e r  de ma l fo rma t ions  6lee- 
fives.  

La  cul ture  in vitro m'off re  la possibili t6 de pr6ciser le 
mode  &ac t ion  de cet  agen t  sur  les oiseaux et  &en t r e -  
p rendre  une 6tude sys t6ma t ique  de ses effets.  La pr6sente  
note  d6crit  la t echn ique  employ6e et  les p remiers  r6sul ta ts  
de l '6 tude en cours. 

Technique. La cul ture  in vitro est  celle de NEWL mais  
16gbrement modifi6e pour  p e r m e t t r e  le t r a n s p o r t  des 
b l a s tode rmes  sur  di f f6rents  milieux. Le jaune  d 'ceuf de 
W h i t e - L e g h o r n  est  immerg6 dans  une solut ion de Tyrode  
i so tonique  au p l a sma  de poule (HOWARDn). Le blas to-  
de rme  est  d6tach6 du vitel lus avec une rondel le  de mem-  
b rane  vitel l ine que l 'on  6tale, la face ven t ra le  du blas to-  
de rme  orient6e vers  le hau t ,  sur  un anneau  de verre dis- 
pos6 au fond d ' u n  verre  de mon t r e  c o n t e n a n t  le milieu 
utilis6. Pour  ma in t en i r  la tens ion  de la m e m b r a n e  vi tel l ine 
e t  faci l i ter  le t r a n s p o r t  du b las toderme ,  on emboi te  un 
anneau ,  d ' u n  d iam~tre  in te rne  16gbrement plus grand,  sur  
le p remie r  (GALLERA et NICOLET6). Des b l a s tode rmes  pr6- 
lev6s 5. des s tades  pr6cis, depuis  la ligne pr imi t ive  cour te  
jusqu'5, l ' appa r i t ion  des premiers  somites ,  sont  soumis  5. 
l ' ac t ion  de LiC1 p e n d a n t  un laps de t e m p s  d6termin6 (8 h 
au max imum) ,  puis  ils sont  t r anspor t6s  sur de l ' a lbumen  
pur.  Ils son t  ensui te  fix6s aprbs 36 ~ 48 h d ' i n c u b a t i o n  
totale .  

Le milieu l i thin6 est  compos6 d ' u n e  p a r t  d ' a l b u m e n  
m61ang6 5. un vo lume 6quivalent  de Tyrode  dans  lequel le 
NaC1 a 6t6 subs t i tu6  par  le LiC1. 

Afin de v6rifier si le Tyrode  nui t  au d6ve loppemen t  des 
b las todermes ,  des t~moins  son t  cult iv6s p e n d a n t  un 
t e m p s  comparab le  sur  un milieu 5. base  de Tyrode  et  
d ' a l bumen .  La  solut ion saline ne semble  pas avoir  des 
effets  nocifs, pa r  con t re  le d6ve loppemen t  de ces e m b r y o n s  
est  re tard6 s'ils sont  mis en cul ture  a v a n t  la fo rma t ion  du 
p r o l o n g e m e n t  c6phalique.  Ces condi t ions  de cu l ture  d6- 
f avor i sen t  done  l ' anabol i sme  pro t6 in ique  e m b r y o n n a i r e  
(NEW ~ ; BRITT et  HERMANN 8). 

Rdsultats expdrimentaux. Le chlorure  de l i th ium agit  en 
p remie r  lieu sur  les m o u v e m e n t s  morphog6n6t iques  
abou t i s s an t  5. la mise en place des 6bauches  e m b r y o n -  
naires,  s econda i r emen t  sur leur o rgan isa t ion  ult6rieure.  
Les b l a s tode rmes  son t  sensibles  au LiC1 5. t o u s l e s  s t ades  
5. pa r t i r  desquels  ils on t  6t6 soumis  ~ son act ion.  Les 
va r i a t ions  individuel les  sont  impor t an t e s ,  toutefois  sans  
m a s q u e r  le fait  que la sensibili t6 au l i th ium d iminue  
b r u s q u e m e n t  au m o m e n t  o/~ l ' i nvag ina t ion  du m6soblas te  
e m b r y o n n a i r e  s 'ach~ve et  pa r  la sui te  au d6but  de la 
neuru la t ion .  

Si les b l a s tode rmes  sont  pr61ev6s a v a n t  l ' appar i t ion  du 
p r o l o n g e m e n t  c6phal ique et  soumis  5. une ac t ion  prolong6e 
de l i th ium,  le corps  e m b r y o n n a i r e  ne se forme pas. L ' ex -  
tens ion  de l 'aire vasculai re  est  en t i~ remen t  bloqu6e et  
l 'aire pellucide ne subi t  qu ' une  16g~re 61ongation. Cepen- 
dan t ,  du m6soblas te  e x t r a - e m b r y o n n a i r e  s ' es t  invagin6 en 
f o r m a n t  un cro issant  pos t6r ieur  d ' i l6 ts  sanguins  c o m p a c t s  
en diff6renciat ion.  

A pa r t i r  du s t ade  du p ro longemen t  c6phal ique le 
l i th ium ne peu t  agir que sur  l 'o rganisa t ion  du corps  
e m b r y o n n a i r e  e t  la dif f~renciat ion de ses 6bauches.  I.e 
cerveau,  l ' in tes t in  c6phalique,  le cceur et  le t ronc  mani-  
fes ten t  d '6v iden tes  hypomorphoses .  Ces e m b r y o n s  on t  de 
ne t t e s  t endances  /~ l 'omphalocbphal ie .  Tr~s schdmat ique-  
m e n t  on d is t ingue  trois  degr~s en ordre  de gravit~ d~- 
c ro issante :  (1) Le cerveau e x t r ~ m e m e n t  r6duit ,  en par t i -  
culier l 'acrenc~phale ,  cons t i tue  un tubule  5̀  paroi  mince.  
I1 s ' engage  un peu en p ro fondeur  en refou lant  l ' endoblas te ,  
lequel ne peut  pas dans  ces condi t ions  former  de l ' in tes t in  
c~phalique.  I.a dif f6renciat ion his tologique de ce feuillet 
es t  6ga lement  inhib6e. Les 6bauches  card iaques  rud imen-  
ta i res  occupen t  leur place pr imi t ive  des deux  c6t6s du 
corps.  La plaque m6dullaire  reste  ~tal6e. l .es par t ies  
t roncales  son t  sens ib lemen t  raccourcies  et  seu lement  
quelques  somites  p a r v i e n n e n t  5. s ' individual iser .  En  ce 
cas, on ne re t rouve  aucune  t race de la ligne p r imi t ive  en 
arri~re. (2) Quoique la conf igura t ion  g6n6rale de la r6gion 
c6phal ique soit comparab le ,  l '6 ta t  du d 6 v e l o p p e me n t  des 
6bauches est  n e t t e m e n t  meilleur.  Malgr6 l ' absence  de 
l ' in tes t in  c6phalique,  la cy todi f f6rencia t ion  de l ' endob las te  
est  normale ,  l .es 6bauches  card iaques  paires p a r v i e n n e n t  
5. se diff6rencier  et  souven t  se r a p p r o c h e n t  de la ligne 
m~diane et  se p lacen t  au-dessus  du rhombenc6pha l e  
comme chez les omphaloc~pha les  typ iques ,  l ,e tube  
ne rveux  est  d~js. plus typ ique ,  la chorde  dorsale  est  bien 
diff6renci6e et  le n o mb r e  de somites  normal .  Toutes  ces 
fo rmat ions  conve rgen t  s u b i t e m e n t  en une masse cellulaire 
a p p a r e m m e n t  homog6ne qui rappel le  le bourgeon  t ronco-  
caudal .  (3) L ' i n t e s t i n  c6phal ique n ' e s t  ferm6 q u ' e n  a v a n t  
du cerveau,  plus en arribre l ' endoblas te ,  c o r r e s p o n d a n t  5. 
la vofite de l ' in tes t in ,  es t  repouss6 vers le bas par  les 
v~sicules c6r4brales don t  les parois  sont  plissSes irr~gu- 
l i+rement.  La seule anomal ie  i m p o r t a n t e  du t ronc  est  que 
les rang4es somi t iques  s ' acco len t  parfois  en arri&re et  
d o n n e n t  na issance  g une lign6e de somi tes  m4dians  sous la 
chorde.  R a r e m e n t ,  celle-ci s ' in te rca le  en t re  la chorde  et  le 
t ube  neural .  La chorde  est  raccourcie et  t rop  mass ive  et  se 
t e rmine  ~ ce niveau par  un 6paiss issement  en massue,  
t and i s  que  les somites  m6dians  ne f o r me n t  b i en t6 t  plus 
q u ' u n e  sangle somi t ique  sous le p lancher  de la moelle. 

La topogen~se des e m b r y o n s  t rai t6s  5̀  la neuru la t ion  
n ' e s t  p resque  plus a t t e in t e  par  l ' ac t ion du LiC1. Tout  au 
plus, le cceur peu t  p rendre  une forme a t y p i q u e  et  occasion-  
ne l l emen t  on re t rouve  des somites  m6dians  post6rieurs.  
Seul le cerveau,  en par t icul ier  l ' ac renc@hale ,  est  encore  
r6el lement  r6ceptif  au LiCI. Ses a t t e in t e s  sont  de t ypes  
d ispara tes .  Elles se t r adu i sen t  soit par  des irr6gularit6s de 
la forme de l 'enc6phale,  soit  pa r  sa r6duct ion q u a n t i t a t i v e .  
Les 6bauches  oculaires g6ndra lement  mal  conform6es  son t  
dans  ce dern ier  cas tou jours  absentes .  

Conclusions. La sensibili t6 au LiC1 d iminue  au cours  du 
d6ve loppement .  Aux s tades  jeunes,  le LiC1 emp6che  la 
fo rmat ion  des par t ies  axiales. A consid~rer  la gravi t6 des 
effets,  ce cas est  comparable /~  celui des e m b r y o n s  li thin6s 
a m o r p h e s  de Rana [usca que I)ASTEELS 9 a signal6s. 
L '6bauche  neurale  est  la plus touch6e et  tou jours  la pre-  
mi+re ~t pr6senter  des ma l fo rmat ions .  Cet te  ex t r6me sus- 
ceptibi l i t6 s ' expl ique  p r o b a b l e m e n t  par  l ' ampleur  des 
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6 v 6 n e m e n t s  m o r p h o g 6 n 6 t i q u e s  e t  h i s tog6n6 t iques  d o n t  le 
c e rveau  es t  le si~ge d u r a n t  ce t t e  p 6 r i o d e  du  d6ve loppe-  
m e n t .  Du  m6sob las t e  axial ,  le ma t6 r i e l  cho r da l  e s t  le 
p r e m i e r  h s ' i nd iv idua l i se r ,  c o n t r a i r e m e n t  ~ ce q u ' o n  ob- 
se rve  chez  les a m p h i b i e n s .  L a  c o n v e r s i o n  du  ma t6 r i e l  
c h o r d a l  en  somi tes  observ6e  c h e z  les a m p h i b i e n s  (LEH- 
MANN 10; PASTEELS 9) ne  se r e n c o n t r e  j a m a i s  chez  le poule t .  

Cor r61a t ivement  A l ' i m p o r t a n c e  de l ' a t t e i n t e ,  l ' e x p a n -  
sion du  m6sob la s t e  e x t r a - e m b r y o n n a i r e ,  qu i  engend re  
l ' a i re  vascu la i re ,  es t  plus  ou mo ins  b loqu6e  en  cours  de 
progress ion .  

n o r m a l l y  on  a m e d i u m  of a l b u m e n  m i x e d  w i t h  LiCI 
so lu t ion .  I t  ac t s  in  t he  f i r s t  p lace  u p o n  t h e  morphogenes i s ,  
s econda r i ly  u p o n  t h e  d i f f e r en t i a t i on  of organs ,  if t h e y  are  
ab le  to  develop.  

G. NICOLET 

Laboratoire d'Embryologie expdrimentale h r Inst i tut  d'A na- 
tomie de r Universitd de Gen~ve (Suisse), le 2 mai 1961. 

Summary .  The  y o u n g  b l a s t o d e r m s  c u l t i v a t e d  in vitro, 9 j .  PASTHELS, Arch. Biol. 66, 105 (1945). 
b y  t he  m e t h o d  of NEW, s l igh t ly  modif ied ,  grow ab-  x0 F. E. LHHMANN, ROUX Arch. Entw. Mech. 186,112 (1937). 

Cytochrome Oxidase Activity in Skeletal Muscle 
and the Diaphragm of Intermittently Starving 

Rats 

P r e v i o u s  f ind ings  f rom our  l a b o r a t o r y  r evea l ed  t h a t ,  in  
r a t s  a d a p t e d  to  i n t e r m i t t e n t  s t a r v a t i o n ,  t h e r e  are  a 
n u m b e r  of f u n c t i o n a l  a n d  morpho log ica l  c h a n g e s L  T h e  
e n e r g y  m e t a b o l i s m  of t he se  a n i m a l s  is c h a r a c t e r i z e d  b y  an  
increase  in QO,  of t i ssues  * a n d  in t he  basa l  oxygen  con-  
s u m p t i o n  in vivo 3. W e  inves t i ga t ed ,  there fore ,  w h e t h e r  
t he se  c h a n g e s  are  r e f l ec t ed  in t h e  a c t i v i t y  of t h e  t e r m i n a l  
r e s p i r a t o r y  e n z y m e - - c y t o c h r o m e  o x i d a s e - - p a r t i c u l a r l y  in 
ske le ta l  muscle .  

T h e  e n z y m e  a c t i v i t y  was  e s t i m a t e d  m a n o m e t r i c a l l y ,  
u s ing  t h e  m e t h o d  desc r ibed  b y  SCHNEIDER a n d  POTTER 4 
a t  a t e m p e r a t u r e  of 39°C. I n  e x p e r i m e n t s  w i t h  ske le ta l  
muscle ,  t he  r a t  was  sacrif iced,  s k i n n e d  and ,  a f t e r  evis-  
ce ra t ion ,  t he  f a t  was  m e c h a n i c a l l y  sepa ra t ed .  T he  musc les  
a n d  ske l e ton  were  h o m o g e n i s e d  in dis t i l led  w a t e r  (1 : 9) b y  
t he  p rocedu re  desc r ibed  b y  JANSK~ 5 in  a n  ice-cooled 
T u r m i x - h o m o g e n i z e r  a n d  a l i quo t  po r t i ons  in a P o t t e r -  
E l v e h j e m  homogenize r .  T he  ske le ton  has ,  acco rd ing  to  
p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s ,  a m i n i m a l  c y t o c h r o m e  ox idase  
ac t iv i ty .  To t he  d i a p h r a g m  dis t i l led  w a t e r  was  added ,  one  
h u n d r e d  t imes  i ts  weight .  I n  t h e  h o m o g e n a t e s ,  t he  
n i t r o g e n  was  e s t i m a t e d  b y  t he  Mic rok je ldah l  m e t h o d .  All 
a n i m a l s  were i nc luded  in t he  e x p e r i m e n t  a f t e r  24 h f a s t ing ;  
before  f a s t i ng  t he  a n i m a l s  rece ived  a weighed  r a t i on .  

Male ra ts ,  W i s t a r  s t ra in ,  were used.  Some  of t he  ani -  
mals  were  a d a p t e d  to  i n t e r m i t t e n t  s t a r v a t i o n  as follows: 
d u r i n g  t h e  f i rs t  two  weeks,  t h e y  were fed on  a l t e r n a t e  
days ;  d u r i n g  t he  s u b s e q u e n t  two  weeks,  t h r e e  t i m e s  a 
week, a n d  for  t he  r e m a i n d e r  of t h e  e x p e r i m e n t  (2-6  weeks) 
o n l y  twice  a week. The  t o t a l  calor ic  i n t a k e  of t he se  ani -  
ma l s  was  b y  a b o u t  3 0 - 4 0 %  lower  t h a n  in ad libitum fed 
cont ro ls .  A n o t h e r  g roup  was fed dai ly ,  for  a pe r iod  of 
6 -8  weeks,  a r educed  r a t i on ,  c o r r e s p o n d i n g  to  ca. 60% of 
t he  calor ic  i n t a k e  of t h e  con t ro l  an imals .  All g roups  were 
fed a s t a n d a r d  diet ,  c o n t a i n i n g  50% of the  calor ic  v o l u m e  
of c a r b o h y d r a t e ,  25% fa t  a n d  25% p r o t e i n  s . 

As d e m o n s t r a t e d  in t h e  Table ,  t h e  c y t o c h r o m e  ox idase  
a c t i v i t y  (when  c a l c u l a t e d  in r e l a t i on  to  t he  n i t r o g e n  
c o n t e n t  of t h e  t issue)  is s ign i f i can t ly  h i g h e r  in  in t e r -  
m i t t e n t l y  s t a r v i n g  an imals ,  b o t h  in ske le ta l  musc le  a n d  
t he  d i a p h r a g m .  I n  r a t s  fed da i ly  a r educed  r a t i on ,  t h e r e  is 
p r ac t i c a l l y  no  change ,  as c o m p a r e d  w i t h  t he  con t ro l  group.  

A m o n g  o t h e r  consequences ,  i n t e r m i t t e n t  s t a r v a t i o n  
leads  to  a n  overa l l  increase  of m e t a b o l i s m .  As h a s  b e e n  
s h o w n  in  a p rev ious  p a p e r  3, t h i s  increase  is p r o b a b l y  
m a i n l y  due  to  t he  h i g h e r  n u t r i e n t  s u p p l y  d u r i n g  per iods  
of food i n t a k e  w h e n  i n t e r m i t t e n t l y  s t a r v i n g  r a t s  deve lop  

cons ide rab le  h y p e r p h a g i a .  The  g r e a t e r  d e m a n d s  on  t h e  
m e t a b o l i s m  r e su l t i ng  f rom t h e  i n t e r m i t t e n t  increase  of 
n u t r i e n t  suppl ies  p r o b a b l y  lead to  t he  e s t a b l i s h m e n t  of a 
h i g h e r  m e t a b o l i c  level. F ina l l y  a c h a n g e  of t he  e n z y m e  
sys t ems  invo lved ,  in  t h i s  case c y t o c h r o m e  oxidase,  
develops .  The  resu l t s  of e x p e r i m e n t s  w i t h  r a t s  s u b j e c t e d  
to s imple  ch ron ic  calor ic  u n d e r n u t r i t i o n  s u p p o r t  th i s  
a s s u m p t i o n .  These  an ima l s  h a v e  p r ac t i c a l l y  t he  same  
food i n t a k e  as r a t s  a d a p t e d  to i n t e r m i t t e n t  s t a r v a t i o n  b u t  
no  changes  in t h e  QO,  or  in  t he  c y t o c h r o m e  ox idase  
a c t i v i t y  c an  be  d e t e c t e d  in  these  an imal s .  

The  o b s e r v e d  increase  of c y t o c h r o m e  ox idase  a c t i v i t y  in  
r a t s  a c c u s t o m e d  to  i n t e r m i t t e n t  s t a r v a t i o n  is in t e res t ing ,  
as i t  is k n o w n  t h a t  levels  of t h i s  e n z y m e  decrease  w i t h  age L 
Thus ,  t h e  e l e v a t e d  va lues  found  in ou r  e x p e r i m e n t s ,  
s imi la r ly  as o t h e r  f ind ings  in r a t s  a d a p t e d  to  th i s  n u t r i -  
t i o n a l  p a t t e r n  (g rowth  a c t i v i t y  of e x p l a n t a t e d  muscle  a n d  
l iver  s h i g h e r  QO 2 levels  of t i ssues  ~, inc reased  b a s a l  o x y g e n  
c o n s u m p t i o n  in vivo 3) co r r e spond  to  a lower  biological  age 
of t he  an imal .  

Cytochrome oxidase activity in skeletal muscle and diaphragm of 
intermittently starving rats (in [~1 02]mg N]h) 

Group Nunlber Weight Skeletal Diaphragm 
of g muscles and 
animals skeleton 

Controls 12 204.54- 7.9 65.014- 14.14 759.504- 77.59 
Intermittent 
starvation 6 128 -4- 9.4 144.95 4- 28.45 b 1304.53 4- 153.71 ~ 
Simple 
under- 
nutrition 6 110 4-7.1 81.104- 16.3  828.924- 87.14 

The figures are averages -4- S.E. ~ The difference of values as com- 
pared with controls is statistically significant for P <~ 0.01. b for 
P = 0.02. 
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