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D a n s  que l l e s  c o n d i t i o n s  l ' a m n i o s  de l ' e m b r y o n  de 
pou le t  peut - i l  se  f o r m e r  en cu l ture  i n  v i t r o ?  ~ 

En  1932, WADDINGTON ~°, le premier ,  cul t iva des blasto- 
de rmes  sur  un s u b s t r a t u m  demi-sol ide compos6 de jus 
e m b r y o n n a i r e  e t  de  p lasma.  D 'au t res  chercheurs  (SPRATT 8 
WOLVF e t  SIMON 4) on t  pa r  la suite employ6 un milieu A 
base de g61ose enr ichi  de subs tances  nutr i t ives  diverses.  
Darts tons  ces cas le b l a s tode rme  est  prdlev6 seul e t  dram 
sur  le s u b s t r a t u m .  Sa face vent ra le  est  appliqude directe- 
m e n t  con t re  l 'agar ,  alors qne  sa face ex terne  est  en con tac t  
d i rect  avec l 'air .  

Depuis  1955, une nouvelle  technique  in t rodui te  par  
NEw 5 donne  des r6sul ta ts  plus sat isfaisants  ~t plusieurs 
poin ts  de rue .  Le b l a s tode rme  est  ddtach~ du vitellus avec 
sa m e m b r a n e  vitell ine,  laquel le  est  t endue  sur une mince 
couche  d ' a lbumen .  Im b las toderme  adh6ran t  ~ la face 
in te rne  de la m e m b r a n e  vitell ine est  en posi t ion renvers6e, 
sa face ven t ra l e  tourn6e vers  le hau t .  Grhce ~ la presence 
de la m e m b r a n e  vitell ine,  l ' expans ion  du b las toderme est 
p a r f a i t e m e n t  normale .  L ' endob las t e  d ' au t r e  par t ,  s6cr6te 
du l iquide qui  recouvre  r a p i d e m e n t  la face ventrale .  

Sur des subs t r a t s  ~, base d 'agar ,  le b las toderme  n 'es t  pas 
r ecouve r t  de  liquide, la croissance p6riph6rique insigni- 
f iante.  L ' obse rva t i on  histologique de ces embryons  montre  
que  les feuillets se son t  dpaissis faute  &extens ion  et  que 
les s t ruc tu res  embryonna i r e s  out  subi  un net  aplatisse- 
ment .  Dans  ces condi t ions ,  il a p p e r t  que l 'absence totale 
d ' a m n i o s  es t  en p remier  lieu impu tab le  g des facteurs 
m6caniques .  

Nous avons  in t rodui t  une ldg6re var iante  dans  le pro- 
cdd6 de NI~WL Le b las toderme  a e f fec t ivement  sa face 
ven t ra le  dispos6e en haul ,  mais  au lieu de placer un anneau 
sur  la face in te rne  de la m e m b r a n e  vitelline, nous plagons 
la m e m b r a n e  vitel l ine par -dessns  un premier  anneau sur 
lequel un second plus large v ien t  s ' embo i t e r  (GALLERA et 
NICOLET6). La  m e m b r a n e  vi te l l ine  passe ent re  les deux 
a n n e a u x  (voir F igure  1 en haut) .  R a p i d e m e n t  la face ex- 
te rne  de la m e m b r a n e  vitel l ine se colle sur le bord de 
l ' anneau  in t&ieur .  Malgr6 des condi t ions  de culture appa-  
r e m m e n t  favorables ,  l ' amnios  est  toujours  ddficient ou 
fai l  t o t a l e m e n t  ddfaut .  Tou t  au plus, cer ta ins  embryons,  
patrols  gg6s, out  un capuchon  c~phalique qui s 'arr6te 
derribre les v6sicules opt iques ,  sa progression a donc cessC 
mais  la pal ' t ie form6e subsiste.  La p lupar t  de ceux qui out  
4t6 fix6s apr&s 48 h &incuba t ion  to ta le  ont  des replis 
amnio t iques  qui s'61bvent de chaque  c6t6 de la t6te, tandis  
que le p ro -amnios  p r o p r e m e n t - d i t  manque .  En  examinan t  
des spdcimens  fix6s plus  t a r d i v e m e n t ,  on cons ta te  que ces 
replis on t  disparu.  Plus particuli&rement,  chez les em- 
bryons  t r ansp lan t6s  au d6but  de la neurula t ion  (stades 7 
ou 8 de HAMILTON et  HAMBURGER~), on re t rouve  souvent  
des ves t iges  du  capuchon  cdphal ique sous forme d 'un  repli 
d t roi t  arc i forme repouss6 en avan t .  En  l 'absence de l 'am- 

nios, la courbure du corps embryonna i r e  s ' amorce  h peine 
(volt Figure 2). Quelquefois,  mOme s'il ne reste  aucune 
trace du capuchon c6phalique, nous avons  df lment  observd 
un pet i t  capuchon caudal  isoM, prdcisdment  ~ un s tade  o/1 
sa format ion deva i t  intervenir .  

La croissance du bord d ' e n v e l o p p e m e n t  est  rapide  e t  le 
corps embryonna i re  est, de tout  son poids, appl iqud con t re  
la membrane  vitelline. Cette  expans ion  act ive  emp~che- t -  

Fig. 2. Embryon eultivd ~lon la mdthode elassique de N~w. Le corps 
embryonnaire est normalement ddveloppd, cependant l'amnios n'est 
repr6sent~ que par un repli rudimentaire en forme de croissant, et 

situd loin en avant de la t6te. 

Fig. 3. Embryon eultiv$ stir l'albumen, sa face ventrale tournde vers 
le bas. Aussi bien le corps embryonnaire que l'amnios sont normale- 
merit d6veloppds, A remarquer Fombilie amniotique dont les dimen- 
sions etla position correspondent au stade du ddveloppement atteint 

par l'embryon, 

B~astoderme en cuffure de NEW 

Fig, 1. Deux proc6d6s de culture du blastodermc sur l'albumen. 

1 Travail subventionn6 par le Fonds national suissc dc la Recherche 
seientifique. 
C. H. WArmI~t~TON, Phil. trans. Roy. Soc. I. J, 2~:t, 17~a (193"2). 

a N. T. SPRATT, J. exp. Zo~fl. loft, q45 (19.17). 
4 ET. WOLFF et 1). SIMON, C. R. Acad. Sci. 04I, 1994 (1955}. 

D. A. T. NEW, J. Embryol. exp. Morph. 3, a26 (195.5). 
6 j.  GALt, rmA et G. NICOLET, Exper. 17, 1"14 (19¢iI). 
7 H. HAMILTON et V. HAMt~eRC, ER, J. Morph. gH, .19 (l{JSI). 



166 IBr~ves communications - Kurze Mitteilungen EXPERIENT1A XIX/3 

elle toute formation de replis aux d6pens du feuillet super- 
ficiel ou bien le capuchon c6phalique ne parvient-il  pas 
envelopper la t~te faute d'espace disponible ? Ce sont les 
6ventualit6s que sugg~re l'exp~rience que nous avons 
ult6rieurement entreprise. 

Cette exp6rience consiste ~ placer le blastoderme en 
position normale, sa face endoblastique contre de l 'albu- 
men qui doit ~tre fluide (voir Figure i ell bas). Dans cette 
nouvelle position, l 'embryon et  l 'amnios se d6veloppent 
normalement (Figure 3). Nous avons pu 6tablir quelles 
sont les diff6rences apport6es par ce nouveau proc6d& 
La membrane vitelline reste moins tendue, car sa Iace 
interne de nature diff6rente ne colle pas ~ t 'anneau int6- 
rieur. Le contact  de l 'endoblaste avec l 'a lbumen ralentit  
l 'expansion p6riph6rique, fait qui explique vraisemblable- 
ment que dans le bourrelet fortement basophile qui pre- 
cede le bord d 'enveloppement sensu stricto (GALI.ERA et 
OPRECHT~¢), les cellules ectoblastiques s 'accumulent en 
quantit~ excessive. Par cons6quent, le blastoderme est 
moins tendu et une cuvette se creuse entre le blastoderme 
et la membrane vitelline. Cet espace laisse probablement 
la vole libre aux mouvements de l'amnios. Une autre ex- 
perience nous a montr6 de mani~re probante qu 'un contact  
direct avec l 'albumen gSne les mouvements des feuillets 
embryonnaires. Pour pr6ciser, si l 'on injecte de l 'albumen 
entre ta membrane vitelline et la face dorsale du blasto- 

derme, l 'amnios qui dans ces conditions aurait  dfi se 
former reste abortif. 

On aurait  pu penser que l 'amnios form6 assurerait une 
survie prolong6e ~ ces embryons cultiv6s in vitro. I1 n 'en 
est rien, car d'autres facteurs plus pr6pond6rants inter- 
viennent. En effet, la circulation reste dfificiente (NEw ~) 
et, comme d'autres Font signal6 (NEw 9, BI~ITT et H~.R- 
MANN10), u n  rapide d~ficit de l 'anabolisme prot6inique 
provoque irrfim6diablement leur mort. 

Summary. The amnion was never before observed to 
form in vitro culture. A slight modification of the classic 
method of NI~w consists in cult ivating the blastoderm in 
its normal position, the ventral  side against the medium. 
In this new position, the amnion develops normally. 
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COGITATIONES 

Eine Methode zur Analyse und quantitativen Aus- 
wertung biologischer steady-state-~3bergiinge 

Milieu- und Reizver~nderungen 16sen bei zeittich recht- 
eckigem Verlauf initial fiberschiessende Reaktionen bio- 
logischer Objekte aus, denen die endgtiltige Einstellung 
des Iunktionellen steady-state n~herungsweise im Sinne 
einer e-Funktion Iolgt. Die ursAchlichen Mechanismen ffir 
diese Vorg~nge sind bisher noch nicht befriedigend gekl~rt. 
Die Kinet ik der Iiinf m6glichen steady-state-~berg~nge 
wird deshalb am Beispiel der Temperatur-Leistungs- 
Adaptat ion (PRECHT 1) unter  Anwendung yon Transport- 
gleichungen der Thermodynamik irreversibler Prozesse 
(v. BERTALANFFY 2) ana lys ie r t . -  Das Gleichungssystem 

J i  = 2 : L ~  X k (i = 1, 2 . . . . .  n) (1) 

gibt bei Beriicksichtigung der Onsagerschen Reziprozit/its- 
gesetze die linearen Beziehungen zwisehen den energe- 
tischen ,Fltissen,> J i ,  den chemischen ,TriebkrMten,> X~ 
und den Koeffizienten Li~ (Reaktions-, Diffusions-, 
~V~rmeleitungsgeschwindigkeit u.a.) wieder. Bei Analog- 
setzung des Ohmschen Gesetzes 

J = 1 /R .  U (2) 

sind an einem geeigneten elektrischen Fliessgleichgewichts- 
modell (vgl. Schaltbild A) die biologischen steady-state- 
l~bergfiaage zu reproduzieren und zu analysieren. Dieser 
permanent yon Gleichstrom dnrchflossene Vierpol mit  je 
einem Widerstand im Ein- und Ausgangszweig und einer 
Kapazit~it in Sternschaltung gibt tiber ein direktschrei- 
bendes Instrument am Ausgangszweig die steady-state- 
l~berg/inge der Stromstiirke in Kurvenform wieder. Hier- 
bei bleibt die Spannung U~ des Generators in Analogie zu 
den homoiostatisch geregelten biologischen, Triebkr~iften ~ 

X~ konstant. Nur die Widerst~,nde R, und R a werden in 
Analogie zur biologischen Reiz- bzw. Temperaturwirkung 
auf die Koeffizienten Lik ver/indert. R e und R a bilden mit  
ihren reziproken Werten die an Aufnahme- und Abgabe- 
seite des offenen biologischen Systems wirksamen Koeffi- 
zienten Lik summarisch ab. Die Kapazitiit  C ist Abbild der 
,Speichereinrichtungen~> des biologischen Systems ftir 
Substrate potentioller chemischer Energie. 

Bei der Temperatur-Leistungs-Adaptat ion haben Poi- 
kilotherme und isolierte Organe Homoiothermer bei tiefer 
Temperatur  T~ unter Ruhebedingungen den konstanten 
<,Leistungswert, k v Bei den Modellversuchen wird dieser 
steady-state-~Vert dem Energiefluss J des Systems pro- 
portional gesetzt: k 1 ~ J v  In Analogie zur Temperatur-  
wirkung auf Lik wird der V¢iderstand Rai auf die Gr6sse 

R% erniedrigt. Nach den Kirchhoffsehen Regeln best immt 
der Quotient Ral/R % die Gr6sse der initial ,iibersehiessen- 

den ,  Stromstgrke J,~ (h2). Wird T2 - T~ - 10°C gesetzt, 
dann ist durch den Quotienten JJJ1  bzw. Ral/Ra~ der 
Temperaturquot ient  (Q10) des Modellvorganges gegeben. 
Mit der Zeitkonstanten v der Kondensatorentladung stellt 
sich anschliessend der endgiiltige steady-state-\Vert  Jst 
der ~Temperatur ,  T~ ein. Bei Temperatursenknng yon T~ 
auf T 1 ver~Lndern sich die Werte  in entsprechender Weise. 
Die Typen der Temperatur-Adaptat ion sind in Figur 1 
schematisch dargestellt. Im Modellversueh werden die 
typencharakterist ischen Lagen yon Jst zu J1 und J2 durch 
die jeweiligen GrSssenver~nderungen von Re1 auf Re~ be- 
s t immt (vgl. Figur 2). Das Fl/ichenintegral der lJbergangs- 
kurven gibt quantitativ die Leistung bzw. Entropieerzeu- 
gung des thermod~mamisch offenen Systems wieder. Akko- 
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