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assay suitable for the detection of small variations in 
ILA and it  is hoped that,  during further development,  the 
precision will be improved. 

The use of insulin antibodies to separate the total  ILA 
into antigenic and non-antigenic fractions is not an inno- 
vation as this system is already in use in the assays of 
FROESCH s and SAMAAN and FRASgR *. Antibodies are 
used by WARDLOW and MOLONEY ~ tO improve the preci- 
sion of the diaphragm assay. The introduction of anti-7- 
globulin serum into the system to improve the binding of 
insulin decreases the possibility tha t  some of the sample 
insulin binds to the tissue used in the assay rather than 
to the antibodies. This improved binding may  explain the 
low percentage of residual ILA found in whole serum. 

The AI, determined by a system which is specific for 
insulin, can be considered as the insulin in the serum 
which is both biologically and antigenically active. I t  is 
not  certain tha t  the total  ILA measured in the whole 
serum is a true measurement of the in vivo effect of the 
serum. The finding tha t  the AI is only 55% of the immu- 
noinsulin, indicates tha t  the serums so far measured have 
contained a component which reduces the in vitro bio- 
logical effect of serum insulin. This is supported by the 
finding of an anti-insulin effect of the anti-7-globulin 
serum used and by the observation tha t  there is not  al- 

ways a 100% recovery of human insulin added to human 
serum. If  an anti-insulin exists in the human serum there 
is no conclusive evidence tha t  this factor will exert  the 
same effect in vivo as in vitro; until  such t ime as the 
question of anti-insulins is clarified t h e A I  measured may 
best be considered a minimum estimate of the circulating 
insulin rather than an absolute estimate. 

The precision of this assay combined with the antigenic 
specificity afforded by the use of insulin antibodies and 
anti-~-globulin serum make it  suitable for the investiga- 
t ion of the state of human insulin as well as for the routine 
measurement of serum ILA and AI. 

Rdsum& Description d 'une mSthode de d6termination 
de l 'insuline antig~nique utilisant le diaphragme de souris 
avec et  sans addition d'anticorps anti-insuline pr6alable- 
ment  pr~cipit6s par de l 'anti-7-globuline. 

A. J. MOODY and J.-P. lq'ELBER 

Laboratoire de Biockimie de la Clinique M~dicale 
Universilaire, Lausanne (Suisse), le 27 novembre 1963. 

Technik der Kaniilierung des Confluens s inuum 
beim Kaninchen fiir Versuche mit  partiellem 

extrakorporel lem Kreislauf 

Der extrakorporeUe Blutkreislauf bei Jung- oder Klein- 
tieren, Foeten, Neugeborenen und Kleinkindern hat  in 
den letzten Jahren sehr an Interesse gewonnen, sei es zur 
Oxygenierung eines Tells des zirkulierenden Blutes, sei es 
zur Hamodialyse 1-s. 

Im  Rahmen unserer Untersuchungen fiber die humorale 
Vermitt lung der Schlaf- und Wachzust~nde ist es uns dar- 
an gelegen, ven6ses Hirnblut  zu erhalten. Da beim Kanin- 
chen die Venae jugulares internae sehr wenig ausgebildet 
sind, haben wir versucht, das Blur aus dem Confiuens 
sinuum zu erhalten. Gleichzeitig interessierte uns im Zu- 
sammenhang mit  den klinisch-physiologischen For- 
schungen tier Universit~tsfrauenklinik Basel die Frage, 
ob sich der leicht zug/~ngliche Confluens sinuum als 
Blutentnahmestelle ffir einen veno-arteriellen ~Bypass~ 
bei Neugeborenen mit  pulmonaler Insuflizienz eignen 
k6nnte. 

Bei fund 40 Kaninchen er6ffneten wir den Confluens 
sinuum und fiihrten dessen Blut  mit  Hilfe einer Spezial- 
kanfile dem extrakorporellen Kreislauf zu. 

Technik. Der Confiuens sinuum des Kaninchens liegt 
unter der Spitze des Os interparietale l° (Figur 1). Zur Er- 
6ffnung dieses ven6sen Blutleiters gehen wir wie folgt vor:  
(1) Im  Bereich zwischen den Ohren L~ngsschnitt der Hau t  
bis auf den Knochen (I.~nge ca. 3 cm). (2) Pr/iparation des 
Os interparietale durch seitliches Abschieben des Peri- 
ostes (Figur 1). (3) Planfeilen des Os interparietale bis 
keine Unebenheiten mehr vorhanden sind. (4) Aufsetzen 
einer trepanartigen Bohrerfiihrung aus rostfreiem Stahl 
auf die in Figur I eingezeichnete Stelle (schwarzer Punkt). 
(5) Anbohren des Knochens. Am besten eignet siGh ein yon 
einem Elektromotor  angetriebener Hohlbohrer (Aussen- 

durchmesser 3 mm). (6) Entfernen der Bohrerfiihrung. 
Kontrolle der angebohrten Stelle, wobei die beiden vor- 
deren Suturen des Os interparietale tangential  ange- 
schnitten sein sollen (vgl. Figur I). (7) Unter  m6glichst ge- 
ringem Druck senkrechtes Durchbohren des Knochens 
und der Wand des Confluens sinuum (Dura mater) ohne 
abzusetzen. Dabei spfirt man zwei Ver/~nderungen des 
Bohrwiderstandes: die eine beim ~bergang zwischen 
Tabula externa und interna, die andere beim Durchbruch 
durch die Tabula interna. Daraufhin soil der Bohrer nicht 
sofort hochgezogen werden, damit  die Dura sicher ausge- 
stanzt und der Sinus auf der ganzen Fl~che er6ffnet wird. 
Unter  diesen Umst~nden haf te t  das kleine Scheibchen aus 
harter Hirnhaut  am entfernten Knochenstiick, welches 
sich in der H6hlung des Bohrers befindet. (8) Mit Hilfe 
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eines Steckschlfissels Einschrauben der mit  einem Z~pf- 
chen verschlossenen und mit  Heparin gefiillten Kanfile 
aus rostfreiem V~A-Stahl (Figur 2). Diese ist innen poliert 
und nach den Angaben yon FLEISCH und FR~I ~ mit  
~Araldit XV,~ 11 iiberzogen. (9) Abdichten der Kanfile 
gegen den Knochen mit  Wachs. (10) Am Ende des Ver- 
Suches kann der Knochendefekt mit  einem Pfropfen aus 
(~Palacos~ (Kulzer) verschlossen werden. 

Fig. 1. Kaninchensch~idel yon hinten. Beim Durchbohren des vor- 
dern Tells des Os interparietale (Oi) gelangt man in den Confluens 
sinuum. To = Tuberculum occipitale. Po = Protuberantia occipitalis 
externa. (Zeichnung des Sch~idels aus: W. KRAUS~, Die Anatomie des 
Kaninchcns in $opograph~sch~r ~imt opera2iver Rl~ksicht (Leipzig 

1884),) 

Bei der Anwendung dieser Technik sind folgende 
Punkte  besonders au beachten: Das Bohrloch muss mit  
Hilfe der Suturen sehr genau lokalisiert werden, da die 
angegebene Kanfile den Confluens s inuum eines 3-4 kg 
schweren Kaninchens fast ausfiillt. Gefahr der Luft- 
embolie! Nach ErSffnung des Sinus kann  bei fiber die 
Horizontale hochgehaltenem Kopf leicht Luft  angesogen 
werden. Wi t  empfehlen daher das Bohren bei leichter 
Tieflage des Kopfes. Die Kanfile muss gegen den Knochen 
sehr gut abgedichtet sein, da sonst beim Ansaugen des 
Blutes Luft in den extrakorporellen Kreislauf gelangt. Die 
H~molyse wird grSsser und das Minutenvolumen n i mmt  
ab. Bei innen ungenfigend polierter Kaniile oder bei 
inad~quater Hemmung der Blutgerinnung bildet sich 
leicht ein Gerinnsel, das den Blutausfluss erheblich be- 
eintr~chtigen kann. Was das Antikoagulieren anbetrifft, 
so hat  sich bei uns am besten die kontinuierh'che Heparini-  
sierung mit  Hilfe einer Infusionspumpe bew~hrt, die an 
einen seitlichen Eingang der Sinuskanfile angeschlossen 
wird (Figur 2). Dadurch erreicht man eine maximale 
Heparinkonzentrat ion am Entnahmeor t  des Blutes bei 
geringerer Gerinnungshemmung im Organismus. Wir  
haben die optimale Dosis fiir das Kaninchen best immt:  
sie betr~gt 3 mg Heparin pro kg K6rpergewicht und pro 
Stunde, verdfinnt in 10 ml 0,3 molarer THAM-L0sung 12 
pro kg K~rpergewicht und pro Stunde (Pufferl6sung zur 
Bek~mpfung der metabolischen Acidose). Das maximal 
m6gliche Minutenvolumen, das aus einer solchen Sinus- 
kanfile bei einem Kaninchen zwischen 2,8-4 kg erhalten 
werden kann,  liegt in  der GrSssenordnung yon 15-20 ml 
pro min und pro kg K6rpergewicht. Fiir  den physiologi- 
schen Versuch genfigt jedoch meistens ein viel geringeres 
Minutenvolumen. 

Diskussion. Die oben beschriebene Technik bew~hrt 
sich bei veno-arteriellem kleinem Minutenvolumen, auch 
bei veno-venSsem (~Bypass~. Sie bietet dabei folgende 
Vorteile gegenfiber de m Blutausfluss aus einer Vene: 

Da die Hirnsinus in die straffe Dura mater eingebaut 
sind, kSnnen deren W~nde beim Ansaugen des Blutes 
nicht kollabieren. Dadurch ist es m6glich, das Blur direkt 
mit  der Pumpe ohne dazwischengeschaltetes Reservoir 
dem extrakorporellen System zuzuffihren. Bei Verwen- 
dung eines geeigneten Membranoxygenators oder einer 
kiinstlichen Niere genfigt eine Pumpe in einem geschlos- 
senen, luftfreien extrakorporellen Kreislauf. 

Die Untersuchung des Sinusblutes (Blutgase, Reaktion, 
chemische Zusammense tzung)g ib t  Aufschluss fiber das 
innere Milieu des Gehirns w~hrend der Perfusion. 

Der Querschnitt  der BlutausflussSffnung ist im Ver- 
gleich zum Minutenvolumen gross, so dass die kritische 
Geschwindigkeit der Wirbelbildung nicht erreicht wird. 

Dank der Infusion des Heparins unmit te lbar  am Oft 
der Blutentnahme wird die regionale, extrakorporelle 
Gerinnungshemmung m6glich (Neutralisation des Hepa- 
rins durch Protaminsulfat  vor der Reinj ektion des Blutes), 
falls annfiherade Normocoagulabilit~t im Organismus ge- 
wfinscht wird. 

Der chirurgische Eingriff ist klein und  bei entsprechen- 
der ~ b u n g  schnell durchgeffihrt. 

Die Anwendbarkeit  der beschriebenen Methode wird 
durch das im Vergleich zur Herzarbeit kleine Minuten- 
volumen (15-20 ml/min]kg) begrenzt. 

Pig. 2. Sinuskanfile aus rostfreiem Stahl, innen auf Hoehglanz poliert 
Uad mit ~Araldit XV~ ausgekleidet. (Diese Kanfile kann vom Physio- 

logischen Institut der Universit~it Basel bezogen werden.) 
11 ~Araldit XV~ (CIBA)= L~sungsmittelhaltiges Epoxydharz. 
1~ THAM = Trihydroxymethylaminomethan. 
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V o r v e r s u c h e  h a b e n  gezeigt,  duss  s ich die gleiche Tech-  
n ik  a u c h  b e i m  n e u g e b o r e n e n  Fe rke l  a n w e n d e n  l~isst. Be i  
d iesem Tier  is t  de r  Conf luens  s inuum,  wie i ibr igens  a u c h  
b e i m  m e n s c h l i c h e n  Neugeborenen ,  wesen t l i ch  grSsser ais 
b e i m  ausgewachsenen  K a n i n c h e n ,  was  die G e f a h r  de r  
L~sion de r  h i r n w ~ r t s  ge tegenen  W ~ n d e  diese B lu t l e i t e r s  
be im  D u r c h b o h r e n  d u r c h  den  K n o c h e n  v e r m i n d e r t  ~. 

Summary .  Since a n  a d e q u a t e  v e n o u s  b lood  ou t f low 
f rom t h e  i n t e r n a l  j ugu l a r  v e i n  is n o t  ava i l ab l e  in  t h e  r a b -  
b i t ,  a m e t h o d  for  v e n o u s  b lood  ou t f low f r o m  t h e  Conf luens  
s i n u u m  was deve loped .  I t  a p p e a r e d  to  be  useful  in  exper i -  
m e n t s  w i t h  pa r t i a l  e x t r a c o r p o r a l  c i r cu la t ion  a n d  for  pa r -  

t i a l  o x y g e n a t i o n  of t h e  b lood  c i r cu l a t i on  d u r i n g  haemo-  
dialysis .  

TH. KOLLER JR., 
M. MONNIER u n d  R.  GAMP 

Physiologisches Institu~ der Universit~it, Basel, and 
Universitdtsfrauenklinik,  Basel, (Schweiz), 
22. November 1963. 

x~ Besonderer Dank gilt den Herren S. G R A ~  und H. BITTI~RLI aUS 
dem Physiotogischen Institut sowie Hcrrn E. D~BELI aus der 
Universit'atsfrauenklinik ffir ihre wertvolle Mitarbeit. 

S T U D I O R U M  P R O G R E S S U S  

A c t i o n  de la  piqflre et  de l ' eau  dis t i l l6e  s u r  le  
d 6 v e l o p p e m e n t  de l ' e m b r y o n  de p o u l e t  x 

Nous  nous  occupons  depu i s  que lque  t e m p s  de l ' a c t i on  
b io log ique  de  ce r t a in s  m 6 t a b o l i t e s  e t  a n t i m 6 t a b o l i t e s  e t  
a v o n s  por t6  t o u t  p a r t i c u l i ~ r e m e n t  n o t r e  a t t e n t i o n  su r  
l ' a n t i v i t a m i n e  B 8 ou  d6soxypyr idox ine ,  en  e s s a y a n t  I 'ac-  
t i o n  de  ce t t e  s u b s t a n c e  sur  le d 6 v e l o p p e m e n t  de  l ' em-  
b r y o n  de pou le t  e t  su r  des  o rganes  d ' e m b r y o n  de  pou-  
le t  cu l t iv6s  in  vitro. L a  d 6 s o x y p y r i d o x i n e  d issoute  d a n s  
de  l ' eau  distilMe, d a n s  de  t ' eau  phys io tog ique  ou duns  du  
l iqu ide  de  t y r o d e  a 6t6 in jec t6e  ~ des  doses va r i ab l e s  
duns  le b l a n c  ou duns  le j a u n e  de l 'ceuf. Les  p remie r s  
r6su l t a t s  de ces r eche rches  nous  o n t  pe rmis  de c o n s t a t e r  
que  l ' e m b r y o n  de p o u l e t  es t  t r~s p o l y m o r p h e  d a n s  ses 
r~ponses  a u x  d i f f6ren tes  s t i m u l a t i o n s  qu i  s ' e x e r c e n t  su r  
lui,  qn ' i t  e s t  d ' u n e  e x t r e m e  sensibi t i t6 ,  m S m e  vis-A-vis des 
s t i m u l a t i o n s  m i n i m a l e s  - la  r*ponse  es t  par fo is  d ispro-  
p o r t i o n n 6 e  ~ l ' i n t ens i t6  du  s t imu lus  - e t  qu ' i l  r6agi t  v ive-  
m e n t  aux  va r i a t i ons ,  m~mes  t r~s  pe t i tes ,  du  mil ieu d ' i n -  
c u b a t i o n  ( t emp6ra tu re ,  humid i t6 ) ,  

P o u r  nous  m e t t r e  ~ l ' a b r i  des  f ac t eu r s  p o u v a n t  i n t e r -  
f6rer  au  cours  d ' u n e  exp6rience,  avec  Fac t i on  de  la  sub-  
s t ance  employee ,  e t  en  pa r t i cu l i e r  des fac teurs  reprSsent6s  
d ' u n e  p a r t  p a r  Fac t i on  du  s o l v a n t  duns  lequet  la s u b s t a n c e  
es t  d i s sou te  e t  d ' a u t r e  p a r t  p a r  Fac t ion  m 6 c a n i q u e  t r a u -  
m a t i q u e  de la  piqflre,  nous  e s sayons  de m e t t r e  au  p o i n t  
u n e  m 6 t h o d e  s t a n d a r d  qui ,  p o u r  les s u b s t a n c e s  h y d r o -  
solubles,  nous  p e r m e t t e  de  s6pare r  Fac t i on  de  la  sub-  
s t ance  de celle de ces d e u x  au t r e s  fucteurs .  

D a n s  la l i t t 6 ra tu re ,  nous  avons  t r o u v 6  t r~s  peu  de don-  
n6es c o n c e r n a n t  Fac t ion  de l ' eau  disti l l6e sur  le d6ve loppe-  
m e n t  de l ' e m b r y o n  de poute t .  FI~RI~ ~, e n  1893 e t  1896, a 
fa i r  que lques  exp6r iences  ana logues  a u x  n6t res .  E n  in-  
j e c t a n t  x/z c m  ~ d ' e a u  dist i l l6e darts  le b l anc  de l '~euf de 
poule  e t  en  o u v r a n t  les oeufs aprbs  3 jours  d ' i n c u b a t i o n ,  il 
a t r o u v 6  1 e m b r y o n  ma l fo rm6  (10%).  Cut a u t e u r  a r6p6t6 
t ro i s  an s  p lus  t a r d  les exper iences  ma i s  s u r  u n  ma t6 r i e t  
plus  v a s t e  e t  a v e c  des  q u a n t i t 6 s  p lus  pe t i t e s  d ' e a u ;  en  
i n j e c t a n t  1/~0 cm~ d ' euu  dist i l l6e d a n s  le b l a n c  de  72 oeufs 
e t  en les o u v r a n t  aprSs t ro is  jou r s  d ' i n c u b a t i o n ,  il a t r o u v 6  
les 70 ,8% d ' e m b r y o n s  n o r m a u x  e t  les 29 ,2% d ' e m b r y o n s  
mal form6s .  D 'a i l leurs ,  F~I~£ n ' ins i s t e  pus  sur  ces r6su l t a t s  
qu i  lui  a v a i e n t  servi  u n i q u e m e n t  c o m m e  exp6r iences  de 
contr61e p o u r  e s saye r  l ' in f luence  des  in j ec t ions  de p e p t o n e  
su r  l ' 6vo lu t ion  de l ' e m b r y o n .  AnC~L ~ a observ6  que  la 
d6pos i t ion  d ' u n e  g o u t t e  d ' e au  disti l l6e d i r e c t e m e n t  sur  
l ' e m b r y o n ,  mis  ~ nu  apr~s 20 h d ' i n c u b a t i o n ,  fa i r  aug-  

m e n t e r  l ' e f fe t  t6 tha l  e t  l ' e f fe t  t6 ra tog~ne ,  qu i  son t  d 'a i l -  
l eurs  d6j~ man i fe s t e s  p a r  la s imple  o u v e r t u r e  de  l 'oeuf au 
m o y e n  d ' u n  p e t i t  orifice p r a t i q u 6  dans  lu coquiUe. Mais 
les exp6r iences  d'ANCEL o n t  6t6 condu i t e s  darts u n  b u t  
d i f f6 ren t  d u  n 6 t r e  e t  en  se s e r v a n t  d ' u n e  t e c h n i q u e  t ou t e  
pa r t i cu l i~ re ;  elles lie n o u s  s e m b l e n t  pus  d 6 m o n s t r a t i v e s  
p o u r  6cla i rer  le p rob l~me  que  nous  nous  s o m m e s  proposSs 
d '6 tud ie r .  

Nos exp6r iences  o n t  6t6 fa i tes  s u r u n  ensemble  de 1400 
e m b r y o n s  de  pou le t .  Nous  a v o n s  r6alis6 5 s6ries d ' exp6-  
r iences  en  f a i s a n t  v a r i e r  les cond i t i ons  e x p 6 r i m e n t a l e s  
d u n s  c h a c u n e  d 'el les.  Les  4 p r e m i e r e s  o n t  t r a i t  a u x  effets  
de l ' eau  disti l l6e in jec t6e  d u n s  te b l a n c  de  l 'ceuf  avec  une  
micro-se r ingue  h des doses de  1/20, z/x o, 1/~ et  I cmS; l 'euu 
u 6t6 in jec t6e  a v a n t  l ' i n c u b a t i o n  e t  apr~s 1, 2, 3, 4, e t  5 
jou r s  d ' i n c u b a t i o n .  A c6t6 d 'ceufs  a y a n t  sub i  des injec-  
t ions  d ' e a u  distil l6e, nous  a v o n s  mis  en  c o u v e u s e  des oeufs 
de  contr61e qui  n ' a v a i e n t  sub i  a u c u n  t r a i t e m e n t  e t  6gale- 
m e n t  d ' a u t r e s  ceufs que  nous  a v o n s  p iqu6s  avec  la me'me 
ser ingue,  d a n s  le m6me  e n d r o i t  e t  en  s u i v u n t  e x a c t e m e n t  
la t e c h n i q u e  employee  p o u r  les in j ec t ions  (s6rie V). L a  
piqfire des  ceufs a ~t6 fa i te  af in  de  vo i r  si ce p e t i t  t r a u -  
m a t i s m e  peu t ,  p o u r  sa  p a r t ,  p r o v o q u e r  des  effets  nu is ib les  
et, ]e cas  ~ch6ant ,  p o u r  s6pare r  ces effets  de  ceux  d6ter -  
min6s  p a r  l ' i n j e c t i o n  de l ' eau  ; en  effet,  lorsque  l ' on  in jec te  
de l ' eau  dist i l l6e,  il f a u t  t e n i r  c o m p t e  de 2 fac teurs ,  l ' ac-  
t i on  de l ' eau  e t  Fac t i on  de  la piqfire. Les T a b l e a u x  mon-  
t r e n t ,  m i e u x  que  r o u t e  descr ip t ion ,  les r6su l t a t s  p r inc i -  
p a u x  de ces s6ries d ' exp6 r i encesL  

Le T a b l e a u  I nous  m o n t r e  le c o m p o r t e m e n t  de l ' em-  
b r y o n  de pou le t  duns  les t ro is  p r emie r s  jours  qu i  s u i v e n t  le 
t r a i t e m e n t ;  d a n s  n o m b r e  de cas, une  r6ac t ion  i m m 6 d i a t e  
se m a n i f e s t e  e t  se t r a d u i t  p a r  la m o r t  de  l ' e m b r y o n .  Les 
chi f f res  des  co lonnes  i n d i q u e n t  le n o m b r e  en  p o u r - c e n t  des 
m o r t s ;  pu i squ ' i l  s ' ag i t  d ' u n e  m o r t  qu i  i n t e r v i e n t  t o u t  de 
su i te  apr~s  le t r a i t e m e n t ,  nous  p o u v o n s  cons id6rer  celui-ci 
c o m m e  la cause  de la m o r t  des embryons ,  Le  T a b l e a u  nous  

1 Ces recherches ont 6t6 faites grace ~ un subside du Fonds National 
Suisse de la recherche scientifique et de la Fondation E. Barell. 
CH. F~R~, C.R. Soc. Biol. ~5, 787 (1893}; ~8, 424 (1896). 

3 p. A•cEL, Arch. Anat. micr. Morpb. exp. 45, 203 (1956). 
4 Nous sommes en train de r6p6ter routes les expdriences avec une 

variante: au lieu de l'eau distill6e, nous injeetons de l'eau physio" 
logique ou du liquide de tyrode. Les rdsultats de ces expdrienceS 
feront l'objet de communications ult6rieures. 


