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Vorversuche haben gezeigt, dass sich die gleiche Tech-
nik auch beim neugeborenen Ferkel anwenden lisst. Bei
diesem Tier ist der Confluens sinuum, wie iibrigens auch
beim menschlichen Neugeborenen, wesentlich grosser als
beim ausgewachsenen Kaninchen, was die Gefahr der
Lision der hirnwirts gelegenen Winde diese Blutleiters
beim Durchbohren durch den Knochen vermindert1s,

Summary. Since an adequate venous blood outflow
from the internal jugular vein is not available in the rab-
bit, a method for venous blood outflow from the Confluens
sinuum was developed. It appeared to be useful in experi-
ments with partial extracorporal circulation and for par-
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tial oxygenation of the blood circulation during haemo-
dialysis.

TH. KOLLER JR.,

M. MownnieER und R, GAMP

Physiologisches Institut dev Universitit, Basel, und
Universititsfrauenklinik, Basel, (Schweiz),
22. November 1963.

13 Besonderer Dank gilt den Herren S. Graser und H. BrrTeryr aus
dem Physiologischen Institut sowie Herrn E. D&BELI aus der
Universitdtsfrauenklinik fiir ihre wertvolle Mitarbeit.

STUDIORUM PROGRESSUS

Action de la piqiire et de ’eau distillée sur le
développement de I’embryon de poulet?!

Nous nous occupons depuis quelque temps de l'action
biologique de certains métabolites ef antimétabolites et
avons porté tout particulidrement notre attention sur
P'antivitamine B, ou désoxypyridoxine, en essayant ['ac-
tion de cette substance sur le développement de l'em-
bryon de poulet et sur des organes d’embryon de pou-
let cultivés in vitro. La désoxypyridoxine dissoute dans
de Peau distillée, dans de 'eau physiologique ou dans du
liquide de tyrode a été injectée & des doses variables
dans le blanc ou dans le jaune de V'cenf. Les premiers
résultats de ces recherches nous ont permis de constater
que 'embryon de poulet est trés polymorphe dans ses
réponses aux différentes stimulations qui s’exercent sur
lni, qu’il est d’une extréme sensibilité, méme vis-a-vis des
stimulations minimales — la réponse est parfois dispro-
portionnée & l'intensité du stimulus — et qu’il réagit vive-
ment aux variations, mémes trés petites, du milieu d’in-
cubation (température, humidité).

Pour nous mettre & 'abri des facteurs pouvant inter-
férer au cours d’'une expérience, avec 'action de la sub-
stance employée, et en particulier des facteurs représentés
d’une part par 'action du solvant dans lequel la substance
est dissoute et d’autre part par l’action mécanique trau-
matique de la pigfire, nous essayons de mettre au point
une méthode standard qui, pour les substances hydro-
solubles, nous permette de séparer I'action de la sub-
stance de celle de ces deux autres facteurs,

Dans la littérature, nous avons trouvé trés peu de don-
nées concernant I'action de I’eau distillée sur le développe-
ment de 'embryon de poulet. FERE?, en 1893 et 1896, a
fait quelques expériences analogues aux nétres. En in-
jectant 1/, cm? d’eaun distillée dans le blanc de U'ceuf de
poule et en ouvrant les ceufs aprés 3 jours d’incubation, il
a trouvé 1 embryon malformé (109%,). Cet auteur a répété
trois ans plus tard les expériences mais sur un matériel
plus vaste et avec des quantités plus petites d'eau; en
injectant !/, cm?® d’eau distillée dans le blanc de 72 ceuls
et en les ouvrant aprés trois jours d’incubation, il a trouvé
les 70,89, d’embryons normaux et les 29,29, d’embryons
malformés. D'ailleurs, FERE n'insiste pas sur ces résultats
qui lui avaient servi uniquement comme expériences de
contrdle pour essayer 'influence des injections de peptone
sur l’évolution de l'embryon. ANcCEL? a observé que la
déposition d'une goutte d’eau distillée directement sur
Pembryon, mis & nu aprés 20 h d'incubation, fait aug-

menter effet 16thal et l'effet tératogdne, qui sont d’ail-
leurs déjd manifestes par la simple ouverture de I'ceuf au
moyen d’un petit orifice pratiqué dans la coquille. Mais
les expériences d’ANCEL ont été conduites dans un but
différent du nétre et en se servant d’une technique toute
particulidre; elles ne nous semblent pas démonstratives
pour éclairer le probléme que nous nous sommes proposés
d’étudier.

Nos expériences ont été faites sur un ensemble de 1400
embryons de poulet. Nous avons réalisé 5 séries d’expé-
riences en faisant varier les conditions expérimentales
dans chacune d’elles. Les 4 premiéres ont trait aux effets
de 'eau distillée injectée dans le blanc de 'eeuf avec une
micro-seringue A des doses de 1/yq, 1/50, Y/ 6t 1 cm?; I'ean
a &té injectée avant l'incubation et aprés 1, 2, 3, 4, et 5
jours d’incubation. A coté d’ceufs ayant subi des injec-
tions d’ean distillée, nous avons mis en couveuse des ceufs
de contrdle qui n’avaient subi aucun traitement et égale-
ment d’autres ceufs que nous avons piqués avec la méme
seringue, dans le méme endroit et en suivant exactement
la technique employée pour les injections (série V). La
piqtire des ceufs a été faite afin de voir si ce petit trau-
matisme peut, pour sa part, provoquer des effets nuisibles
et, le cas échéant, pour séparer ces effets de ceux déter-
minés par l'injection de I'ean; en effet, lorsque 1'on injecte
de leau distillée, il faut tenir compte de 2 facteurs, 'ac-
tion de 'eau et l'action de la pigtire. Les Tableaux mon-
trent, mieux que toute description, les résultats princi-
paux de ces séries d’expériences?.

Le Tableau I nous montre le comportement de l'em-
bryon de poulet dans les trois premiers jours qui suivent le
traitement; dans nombre de cas, une réaction immédiate
se manifeste et se traduit par la mort de 'embryon. Les
chiffres des colonnes indiquent le nombre en pour-cent des
morts; puisqu’il s’agit d’une mort qui intervient tout de
suite aprés le traitement, nous pouvons considérer celui-ci
comme la cause de la mort des embryons. Le Tableau nous

1 Ces recherches ont été faites grice & un subside du Fonds N ational
Suisse de la recherche scientifique et de la Fondation E. Barell.

2 Cu. FErE, C.R. Soc. Biol. 45, 787 (18983); 48, 424 (1896},

8 P, Ancer, Arch. Anat. micr. Morph. exp. 44, 203 (1956).

4 Nous sommes en train de répéter toutes les expériences avec une
variante: au lieu de I'eau distillée, nous injectons de Pean physio-
logique ou du liquide de tyrode. Les résultats de ces expériences
feront 'objet de communications ultérieures.
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offre I'occasion de faire quelques considérations: tout
d'abord, nous sommes peut-&tre frappés par le nombre
assez élevé de morts {79) déja dans les ceufs de controle
qui n’ont subi ancun traitement, Mais ce chiffre doit étre
considéré comme trés approximatif. En effet, dans des
séries précédentes de contrdle nous avons obtenu des
Chiffres nettement inférieurs (29%,); d’autre part Vexpé-
rience acquise sur le comportement de 'ceuf de poule au
Cours de I'incubation nous conduit & penser que des séries
de controle répétées & différentes reprises ne donneraient
Presque jamais de résultats équivalents.

La deuxiéme colonne du Tableau I montre la mortalité
en 9%, des embryons simplement piqués dans le blanc, mais
N'ayant pas regu d’injection d’ean distillée. Les chiffres
nous indiquent que la pigtire de 'ceuf au niveau de l'albu-
men n’est pas une stimulation traumatique suffisante
pour ‘provequer la mort précoce des embryons en nombre
important. En effet, si la piqtre est faite avant I'incuba-
tion ou 24 h aprés, le 9, des morts correspond & ce qu’on
observe chez des ceufs de controdle; si la pigire est faite
un peu plus tardivement (2e-5e jour), ce pourcentage
augmente légérement mais reste dans des valeurs qui
Tentrent encore dans la normale.

Les quatre derniéres colonnes du Tableau I résument
les premiers temps de la réaction des embryons vis-a-vis
de l'injection de différentes quantités d’eau distillée. La
comparaison des chiffres fait ressortir une différence nette
entre les deux colonnes de gauche (injection d’une quan-
tité trés petite d'eau distillée) et les deux colonnes de
droite (injection d'une quantité d’eaun qui, pour l'ceuf, est
trés importante). L’injection de Y/, ou 1/, cm® d'eau
distillée fait augmenter, parfois doubler ou tripler le taux
de mortalité, mais le pourcentage reste encore dans des
limites relativement modestes. Par contre, 'injection de
!/, cm3 et, plus encore de 1 cm?® d’eau distillée hausse d’une
maniére notable le taux de la mortalité précoce qui at-
teint, surtout lorsque l'injection de 1 cm? d’eau distillée
est pratiquée aprés 4—5 jours d'incubation, des chiffres
extrémement élevés. La comparaison des résultats obtenus
Par Pinjection des différentes quantités d’ean distillée fait
fessortir qu'il existe un lien de stricte interdépendance
entre 1'effet nuisible et la masse de liguide injectée. Sile
liquide hypotonique est introduit dans l'ceuf en petite
quantité, il ne joue pas un réle important; le nombre des
morts est modeste et les embryons restent indifférents 2
Vinjection.

Les chifires des 4 colonnes, et surtout de celles de droite,
montrent que le taux de mortalité angmente au fur et &
Mesure que Vinjection est faite & des stades plus avancés
'incubation. L’une des explications de ce fait pourrait
8tre la suivante: lorsque l'injection de I'eau est faite avant
0u tout au début de 'incubation, il n’y a pas de risque de
léser les vaisseaux sanguins extraembryonnaires qui ne
Sont pas encore formés; mais lorsque l'injection est faite
& un stade plus avancé, ce risque de lésions vasculaires
devient réel et nous avons pu parfois le constater. Une
autre explication qui parait peut-étre encore plus plausible
st la suivante: la présence des vaisseaux sanguins extra-
tmbryonnaires active la pénétration de I'ean distillée dans
le courant sanguin; cette pénétration rapide d’un liquide
hYPOtonique déclanche un déséquilibre hydrique impor-

ant qui entraine, dans un grand nombre de cas, la mort
des embryons.

Le Tableau 11 montre le nombre en pour-cent des em-
STyons qui sont arrivés vivants au 21¢ jour; il sert 3 nous
Indiquer le degré de résistance de 'embryon tout au long

€ Vincubation et sa capacité d’arriver & I’éclosion: en
finitive, le Tableau résume ’action léthale de la piqire
&t de I’eau distillée sur le développement de Vembryon de
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poulet. Ici encore, on peut faire & peu prés les mémes re-
marques que pour le Tableau I: la simple piqfire de
I'embryon ou l'injection de petites quantités d’'eau distil-
lée n'ont pas un effet 1éthal important puisque, dans ’en-
semble, le nombre des embryons arrivés au 21¢ jour est
superposable & celui qu’on trouve chez les ceufs de con-
tréle. Les chiffres indiqués dans les deux colonnes de
droite montrent que linjection de 1/, ou 1 cm?® d’ean
distillée provoque une mortalité trés importante qui dé-
passe largement les 50%, des ceufs en expérience. Dans les
deux colonnes de droite, nous voyons encore se répéter le
méme phénomeéne signalé dans le Tableau I: la mortalité
atteint son maximum lorsque l'injection d’eau distillée est
pratiquée au 4€-5¢ jour d’incubation. Ce Tableau enfin
confirme l'importance de la masse de liquide injecté
comme facteur 1&thal et souligne encore une fois que ce
n’est pas I'action chimique éventuelle déployée par I'eau
distillée, mais que ¢’est plus vraisemblablement la quan-
tité de l'eau introduite qui joue le role prédominant dans
le déterminisme de la mort des embryons: en effet, le
Tableau montre d’une manidre trés convaincante qu’en
procédant vers la droite le nombre des survivants déeroit
presque jusqu’a s’annuler.

Le troisiéme Tableau résume les résultats concernant
Peffet tératogéne de la piglire et de linjection d’ean
distillée. Dans I'ensemble, on n’y voit pas de chiffres

Tableau I. Nombre des embryons {%) morts dans les 3 premiers
jours apreés le traitement

Date du traitement Con- Pigire Injection d’eau distillée
trole 0,05 cm® 0,1 cm?® 0,5cm® 1 cm®

Avant l'incubation 7 4,4 15,4 11,1 a5 38,6
Aprés 24 h 1,4 14,6 11,1 13,5 30,2
Aprés 48 h 8,5 9,8 11,4 17,5 40,5
Aprés 3 jours 8,3 4,7 16,7 26,8 48,7
Aprés 4 jours 5,0 -~ 2,0 52,6 78,4
Aprés 5 jours 7,5 48,7 22 58 78

Tableau IT, Nombre {en %) des embryons arrivés au 21¢ jour

Date du traitement Con- Piglre Injection d’eau distillée
trole 0,06 cm? 0,1cm® 0,5cm® 1 cmd.

Avant Uincubation 75,3 80 56,4 71,1 37,5 29,5
Aprés 24 h 84,4 73,2 71,1 48,6 25,6
Aprés 48 h 78,7 75,6 75 65 30,9
Aprés 3 jours 72,9 88,1 78,6 51,2 30,7
Aprés 4 jours 77,7 90 92 36,8 54
Aprés 5 jours 80 33,3 61 34 8

Tableau 1II. Nombre {en %) des embryons malformés

Date du traitement Con- Pigire Injection d’eau distillée

trole 0,05 em® 0,1 cm® 0,5 ¢m®* 1 cm®
Avant l'incubation 4,7 4,4 7,7 4.4 15 4,5
Aprés 24 h 22 24 4,4 18,5 18,9
Aprés 48 h 4,3 7,3 2,3 7,5 7,1
Apres 3 jours 6,2 2,4 2,4 7,3 5,1
Aprés 4 jours 2,5 2 4 - 2,7
Aprés 5 jours 7,5 4,4 2,4 4 4
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importants et, dans bien des cas, le pourcentage est super-
posable, méme inférieur, & ce qu’on observe chez des ceufs
de contréle n'ayant subi aucun traitement. Seules les
grandes quantités d’eau distillée (les deux derniéres
colonnes) provoquent, surtout lorsque 1'injection est faite
au début de Vincubation, un 9, de malformés double ou
triple par rapport au controle. En définitive, le Tableau
montre d'une maniére évidente que 'eau distiliée n’est
pas un agent tératogéne: d’une part parce que le nombre
des embryons malformés est toujours trés petit, d’autre
part, parce que le type des malformations ne se répéte pas
constamment; en effet, nous avons obtenu presque la
gamme compléte des malformations décrites par les dif-
férents auteurs chez 'embryon de poulet, sans aucune
prédominance d’un type par rapport & un autre. Dans nos
expériences, les embryons malformés sont morts presque
toujours an cours de Vincubation et ne sont pas arrivés &
éclore spontanément. Sur 71 malformés, il y a toutefois
les 20%, qui sont arrivés au 21° jour mais sans pouvoir
éclore: il s’agit dornc d'une mortalité trés tardive. Une
autre période durant laquelle nombre d’embryons mal-
formés meurent se situe entre le 7¢ et le 12¢ jour (durant
cette période, les 57,19 des malformés sont morts). On
peut donc affirmer que la plupart des embryons malformés
meurent entre le 7¢ et le 12® jour. Si les malformés dé-
passent cette période qui pour eux est cruciale, ils ont bien
des chances d’arriver jusqu’au terme de I'incubation sans
toutefois parvenir a I’éclosion.

Conclusions. De ’ensemble de ces recherches, nous pou-
vons tirer les conclusions suivantes:

(a) La simple piqtire de Vceuf, faite dans le blanc, &
divers stades d'incnbation, est une stimulation mécanique
trés petite ‘qui n’arrive pas & influencer ou & troubler le
développement normal de 'embryon de poulet. En effet,
chez les ceufs piqués, le nombre des embryons qui meurent
dans les premiers jours qui suivent la piqfire, le nombre
des embryons qui arrivent au terme de lincubation et le
nombre des embryons malformés correspond d’une ma-
niére presque identique & ce qu’on observe chez les ceufs
de contrdle qui n'ont subi aucun traitement.

En définitive, lorsque 'on injecte par pigfire dans P'oeuf
de poule une substance déterminée, nous pouvons refenir
comme nul Peffet traumatique de la piqlre; par consé-
quent, les effets obtenus doivent étre attribués unique-
ment & P'action de la substance introduite.

{b) L’eau distillée, introduite dans le blanc de I'ceuf &
des stades différents de Vincubation, peut avoir sur l'em-
bryon une double action: léthale et tératogéne. L’action
léthale se rend évidente soit par la mort précoce des
embryons soit par une mort plus tardive qui frappe les
embryons au cours de 'incubation et qui ne leur permet
pas d’arriver & l'éclosion. Toutefois, cette action léthale
se manifeste A un degré trés différent selon que la quantité
d’ean distillée introduite est petite (Y/,, ou 1/, cm?) ou
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grande (Y/, ou 1 cm?)}; dans le premier cas, I'action léthal.E>
précoce est évidente quoique toujours trés modeste, tandis
que 'action léthale tardive est presque inappréciable. Si
la quantité d’eau distillée introduite est grande (Y/, ot
1 cm?), I’action 1éthale précoce est importante et le nombre
des embryons qui meurent au cours des trois premiers
jours qui suivent l'injection varie de 13,5 2 789, des ceufs
injectés; de méme, le nombre des embryons qui meurent
plus tardivement {48~20° jour) est toujours élevé et, dans
certaines expériences, seulement les 8% des embryons
sont encore vivants le 21¢ jour.

(c) L’action tératogéne de I’eau distillée a été évaluée en
se basant sur le nombre des embryons malformés qu’on a
obtenus. Il faut dire avant tout que l'eau distillée n’est
pas un agent tératogéne, et qu’en aucun cas, elle ne mani-
feste d’action élective. Les petites doses ont un effet téra-
togéne nul, les doses plus grandes ont un effet tératogene
trés modeste.

(d) Sil’on compare les chiffres des 3 Tableaux, il ressort
que les grandes quantités d’eau distillée ont une action
léthale, précoce et tardive, importante et également que
I'effet tératogéne est appréciable. Puisque ces mémes ac-
tions sont presque nulles, aux doses trés petites, il ressort
d’une maniére évidente que les faits constatés ne sont pas
liés aux propriétés chimiques de I'eau, mais vraisemblable-
ment 4 Paction de la masse de liquide injecté.

(e) Une conclusion d'ordre pratique qui peut étre dé-
duite de nos recherches est la suivante: si I’'on doit essayer
I’action d’une substance déterminée sur l'embryon de
poulet et que cette substance doit étre dissoute dans 'eau
distillée, I'on doit dissoudre la substance dans des petites
quantités d’eau {1/, ou /;, cm?). Dans ces conditions en
effet, 'action mécanique de la pigQre et 'effet tératogéne
de Veau sont nuls; 'action léthale de I'eau distillée reste
dans des limites trés modestes et, par conséquent, les ef-
fets observés sont uniquement la conséquence de l'action
déployée par la substance employée.

Swummary. The authors have tested the action of injec-
tion of distilled water (Y/,, Y4 . and 1 cm? on the
development of the chick embryo. These injections were
made at different moments of incubation. The two largest
doses cause marked early mortality of embryos; when
the doses are smaller, the lethal action is very slight.
Distilled water has no teratogenic action: teratogenic ac-
tion for the smallest doses is nil, and very little for the
largest doses. The puncture alone of the egg has neither
lethal nor teratogenic action.

G. ConrTI et G. MiL10
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CONGRESSUS

Italy

European Society for Biochemical Pharmacology

First International Symposium on Radiosensitizers and
Radioprotective Drugs

Milano, May 23-24, 1964

Main topics: Immediate and long-distance effects of
ionizing radiations. Drugs interfering with radiation ef-
fects. Clinical investigations with radiosensitizers and
radioprotective drugs.

President: E. TrRaBUccHI. Correspondence to: Prof. Dr.
R. PaorerTi, Institute of Pharmacology, University of
Milano (Italy), Via A. del Sarto 21.



