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Sta t i s t ica l  analysis  of the  dose- response  re la t ionship  of 
the  S x and  S 2 s t a n d a r d s  f rom 22 indiv idua l  assays  has 
been  made .  In  17 of these  assays  the re  were 4 responses  
for each of t he  s t anda rds ,  in 3 assays  the re  were three ,  and  
in 2 assays  only  two responses  per  dose of S 1 and  S 2. 
Resu l t s  of the  analysis  are as follows~ Composi te  slope 
b c -- S.E .  = 1.41 ± 0.14; mean  ~ =  s/b -b S . E . =  0.247 
-¢- 0.0273; var iance  s b e tween  slopes = no t  s ignif icant  a t  
p = 0.005. The spread  of samples  was fairly large a b o u t  
t he  compos i te  line, b u t  m u c h  less so in ind iv idua l  assays.  
There  was no s ignif icant  difference be tween  the  slopes of 
the  22 assays when  cons idered  as a group.  The c o n s t a n c y  
of the  slope b e t w e e n  assays  would  indica te  t h a t  the  com- 
posi te  curve  m a y  be used as a n o m o g r a m  to eva lua te  
re la t ive  ac t iv i ty  b e t w e e n  several  samples  assayed  in one 
exper imen t .  Classical 4-point  assays  wi th  a set  of s t a n d a r d s  
should  a lways  be run  if an accura te  abso lu te  value in 
M S H  u n i t s / m g  is desi red on any  given mater ia l .  

This  assay has  been  used ex tens ive ly  in th is  l abo ra to ry  
over  t he  last  th ree  years  to our  sa t i s fac t ion  for de te r -  
min ing  the  specific MSH ac t iv i ty  of given mater ia l s  and  
to  follow wi th  grea t  accuracy  pur i f ica t ion  p rocedures  on 
var ious  s t a r t i ng  mater ia l s  con ta in ing  e -MSH,  fl-MSH or 
re la ted  pep t ides  3-6. 

R~sumd. Les au teurs  d6cr ivent  d iverses  modi f ica t ions  
au t es t  original  de SHIZUME et  al. pour  mesure r  l ' ac t iv i t6  
m61anophor6t ique in vitro. Une  ana lyse  m a t h 6 m a t i q u e  des 
r6sul ta ts  o b t e n u s  avec cet  6 ta lonnage  en m o n t r e  les caract6-  
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P R O  E X P E R I M E N T I S  

Q u e l q u e s  c o m m e n t a i r e s  sur  les  m 6 t h o d e s  
de cu l ture  in vitro de j eunes  b l a s t o d e r m e s  

de p o u l e t  ~ 

La possibili t6 d 'op6rer  de jeunes  b l a s tode rmes  d 'o i seaux  
non  dans  l'ceuf, mais  en cul ture  in vitro, offre des avan-  
tages  6vidents  e t  de longue da t e  d iverses  t echn iques  son t  
employ6es  dans  ce but .  Le proc6d6 cou ran t  consis te  5, 
61ever le b l a s t o d e r m e  sur  un  s u b s t r a t u m  nu t r i t i f  ferme et  
f ibreux.  WADDINGTON 2 ut i l isai t  du p l a sma  sanguin  de 
poule e t  du jus e m b r y o n n a i r e  coagul6s. Depuis  les inves t i -  
ga t ions  de SPRATT 3 on a jou te  de la g610se au milieu 
nu t r i t i f  p r o p r e m e n t  d i t  pour  lui conf6rer  une cer ta ine  con- 
s is tance.  La  compos i t ion  de ce milieu diff~re l a rgemen t  
selon les au teur s  e t  les bu t s  de leurs recherches .  D 'apr~s  
SPRATT l ' a lbumen  seul, ou m61ang6 au vitellus,  sa t i s fa i t  le 
mieux  aux  besoins  nu t r i t i f s  de l ' embryon ,  t and i s  que  
WOLFF et  SIMON 4 pr6conisent  l ' emploi  de jus e m b r y o n -  
naire.  Dans  ces condi t ions  de cul ture  le d~ve loppemen t  du 
corps  e m b r y o n n a i r e  peu t  se poursu ivre  no rma lemen t ,  sur-  
t o u t  si le b l a s tode rme  a 6t6 6ta16 sur  le s u b s t r a t u m  apr~s 
la fo rma t ion  des 6bauches axiales.  Cependan t ,  l ' ex tens ion  
p6r iph6rique du b l a s tode rme  est  tou jours  arr6t6e. 

E n  1955 NEW 5 a d6mont r6  que  ce t te  ex tens ion  est  due 
5. l ' adh6rence  du bord  d ' e n v e l o p p e m e n t  5, la m e m b r a n e  
vi tel l ine laquelle doi t  8tre 16g~rement t endue .  Le bord  
d ' e n v e l o p p e m e n t ,  en s '61argissant grace 5, la prol i fera t ion  
ac t ive  de ses cellules, e t  en gl issant  sur la m e m b r a n e  vi tel-  
line, 6tire l i t t 6 ra lement  le b l a s tode rme  t o u t  entier .  P a r t a n t  
de ces observa t ions ,  NEW a 6labor6 une t echn ique  de 

cul ture  in vitro beaucoup  plus proche  des condi t ions  du 
d6ve loppemen t  normal .  On immerge  le j aune  d'oeuf dans  
une  solut ion phys io logique;  on d6coupe la m e m b r a n e  
vitel l ine a u t o u r  du b l a s tode rme  selon le p lan  6quator ia l  
qui lui cor respond.  Le cercle de la m e m b r a n e  vitell ine,  
d6tach6 du vitellus,  es t  6ta16, le b l a s tode rme  en hau t ,  sur  
un verre  de m o n t r e  et  alors on pose un anneau  de verre  sur  
la m e m b r a n e  vitell ine.  Ensu i t e  la solut ion phys io logique  
est  d6vers6e du verre  de mo n t r e  et  une pe t i t e  quan t i t6  
d ' a l b u m e n  est  i n t rodu i t e  sous la m e m b r a n e  vitell ine.  Pour  
l ' i ncuba t ion  l ' ensemble  es t  mis dans  une  c h a m b r e  humide .  
Dans  ces condi t ions  aussi b ien le d 6 v e l o p p e me n t  e t  la 
croissance du corps  e m b r y o n n a i r e  que l ' ex tens ion  p6ri- 
ph6r ique du b l a s tode rme  se pou r su iven t  n o r m a l e m e n t  
j u s q u ' a u  m o m e n t  o/1 l ' e m b r y o n  a t t e i n t  le s t ade  auquel ,  
s 'il 6 ta i t  dans  l'ceuf, il aura i t  commenc6  5, s ' enfoncer  dans  
le vitellus.  

Rappe lons  encore que, comme NEw e l 'a  d6montr6 ,  le 
b l a s tode rme  absorbe  l 'eau de l ' a lbumen  ce qui  p e r m e t  5, 
son feuil let  in te rne  de s6cr6ter a b o n d a m m e n t  le l iquide 
con tenu  n o r m a l e m e n t  dans  la cavit6 sous-germinale .  
Co n t r a i r e me n t  donc  aux  cul tures,  oh le b l a s tode rme  est  
situ6 5' l ' in te r face  du s u b s t r a t u m  nu t r i t i f  e t  de Fair  satur6 
de v a p e u r  d 'eau ,  les b l a s tode rmes  61ev6s selon la t echn ique  
de NEW se d6ve loppen t  dans  un milieu l iquide normal .  
Une  pe t i t e  quan t i t6  de ce l iquide s ' accumule  en t re  le 
b l a s tode rme  et  la m e m b r a n e  vitell ine,  en f o r m a n t  une 
mince  couche limit6e p6r iph6r iquement  pa r  le bord  d ' e n v e -  
l o p p e m e n t  qui adhere  6 t ro i t emen t  5, la m e m b r a n e ,  t and i s  
que le l iquide s6cr6t6 pa r  l ' en tophy l le  le submerge  d ' u n e  
couche de plus en plus 6paisse. 

LS, m6 thode  de NEW, si sa t i s fa isante  soit-elle, pr6sente ,  
n6anmoins ,  un cer ta in  d6savan tage :  elle ne p e r m e t  gubre 
de p r a t i que r  sur les b l a s tode rmes  cult iv6s de mul t ip les  
i n t e rven t ions  exp6r imenta les  lesquelles do iven t  ~tre fai tes 
du c6t~ dorsal.  Si l 'on  d6tache  le b l a s tode rme  pour  le re- 
m e t t r e  en sens inverse  sur  la m e m b r a n e ,  le bord  d ' e n v e -  
loppement ,  grs,ce 5, l 'aff ini t6 de sa face ex te rne  pour  la 
m e m b r a n e  vitell ine,  s ' enroule  e t  apr~s quelque  t e m p s  le 
b l a s tode rme  p rend  la forme d ' u n e  v~sicule. R6cemmen t ,  
NEw 7 a essay6 d '6 ta le r  le b las toderme,  sa face ven t ra l e  en 
bas, sur  la face ex te rne  de la m e m b r a n e  vitell ine.  Dans  
ce t te  posi t ion,  le bord  d ' e n v e l o p p e m e n t  n ' adh~re  pas  5, la 
m e m b r a n e  et  ni son e n r o u l e m e n t  ni ex tens ion  p6riph6rique 
du b l a s tode rme  n ' o n t  lieu. Signalons 5. ce p ropos  un  fai t  
que  NEW semble  ignorer :  la m e m b r a n e  qui  englobe la 
sphere  vi tel l ine d ' u n  oeuf p o n d u  est  en r~alit6 compos~e de 
la m e m b r a n e  vi tel l ine p r o p r e m e n t  d i te  e t  d ' u n e  mince  
couche d ' a l b u m e n  e x t r 6 m e m e n t  v isqueux,  le m~me qui 
forme les chalazes.  Si ce n ' 6 t a i t  pas  le cas, leur f ixa t ion  sur 
le globe vi tel l in aura i t  6t6 incompr6hensib le .  D ' a u t r e  par t ,  
p e n d a n t  le passage  du vi tel lus  dans  la t rompe ,  de pe t i t es  
h6morragies  se p rodu i sen t  f r ~ q u e m m e n t  e t  alors des 
caillots de sang se d~posent  sur  la m e m b r a n e  vitell ine.  Or, 
les coupes his tologiques  de ce t t e  derni~re,  pr61ev6e sur  un  
eeuf pondu ,  m o n t r e n t  que ces caillots, pou rvu  qu' i ls  soient  
s u f f i s a m m e n t  minces,  son t  englob6s en t i~ remen t  dans  les 
couches  superficiel les de la ~membrane  vitelline~>. 

Afin de t r o u v e r  une t echn ique  de cul ture  p e r m e t t a n t  
d 'op6re r  a i s6ment  des b l a s tode rmes  du c6t6 dorsal  e t  
g a r a n t i s s a n t  s i mu l t a n 6 me n t  leur ex tens ion  p6riph6rique 
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Fig. 1 Fig. 2 

Fig. 1. Bord d'un blastoderme cultiv6 sur le milieu solide. Le rampart 
vitellin d6passe p6riph6riquement le feuillet externe lequel assume 
l'aspeet d'un 6pith61ium eubique..La zone p6riph6rique de l'eeto- 
phylle, correspondant au bord d'enveloppelnent d'un embryon 
normal, est constitu6e par un bourrelet pourvu d'exeroissances irr6- 

guli6res et par un lis6r6 compos6 de eellules plus aplaties. 
Fig. 2. Interface du milieu nutritif /1 base d'agar et du rempart 
viteltin. Les eellules des couches profondes de ee dernier prennent la 
forme 6toil6e et p4nhtrent dans le substratum off elles constituent une 

sorte de syneytium. 

no rma le ,  nous  a v o n s  t o u t  d ' a b o r d  6tudi6 en  d6ta i l  le com- 
p o r t e m e n t  des b l a s t o d e r m e s  cul t iv6s  sur  des mi l i eux  
n u t r i t i f s  c o n t e n a l r t  de  l ' a g a r  e t  leurs  r a p p o r t s  avec  le 
s u b s t r a t u m .  N o u s  a v o n s  essay6 d ive r s  mi l i eux  nu t r i t i f s ,  
celui  de  ~VVOLF~" e t  SIMON, e t  ceux  de  SPRATT que  nous  
a v o n s  par fo is  modifi6s.  Sur  ces mu l t i p l e s  mi l i eux  le 
d 6 v e l o p p e m e n t  des b l a s t o d e r m e s  ne  p r6sen te  pas  de diff6- 
rences  v r a i m e n t  appr6c iables .  E n  f in de  compte ,  nous  
a v o n s  chois i  c o m m e  ,mi l i eu  s tandard,~ le m61ange de la 
so lu t ion  d ' a g a r  ~ 3 %  d a n s  le t y r o d e  (3 par t s ) ,  de l ' a l b u m e n  
(4 pa r t s )  e t  du  s6 rum de c h e v a l  (2 par t s ) .  L ' a d j o n c t i o n  de  
ce de rn i e r  faci l i te ,  en  effet ,  l ' h6ma topo i6se  d a n s  l ' a i re  
vascu la i re .  

Les  b l a s tode rmes ,  au  s t ade  de la l igne p r imi t i ve ,  son t  
6tal6s sur  le mil ieu n u t r i t i f  e t  cu l t iv6s  sous u n  con t rb l e  
f r 4 q u e n t  p e n d a n t  24 h e t  plus.  Ensu i t e ,  ils s o n t  fix6s au  
Bouin ,  so i t  d6 tach6s  du  mil ieu n u t r i t i f  soi t  avec  leur  subs-  
t r a t u m ,  e t  examin6s  h i s t o l o g i q u e m e n t  sur  des  coupes  
s6ri6es. U n e  d iza ine  de b t a s t o d e r m e s  o n t  6t6 mesur6s  au  
d 6 b u t  e t  ~ la  f in de  leur  cu l tu re .  N o n  s e u l e m e n t  teur  ex-  
t e n s i o n  p6 r iph6r ique  n ' a  pa s  6t6 cons ta t6e ,  mais ,  au  con-  
t ra i re ,  ces b l a s t o d e r m e s  se s o n t  16g6rement  con t rac t6s .  Ce 
p h 6 n o m 6 n e  semble  8tre  dfi A l '61asticit6 du  feui l le t  ex te rne .  
C o m m e  on  le vo l t  sur  les coupes,  le r e m p a r t  v i t e l l in  d6- 
passe  p 6 r i p h 6 r i q u e m e n t  le , b o r d  d ' e n v e l o p p e m e n t  ~. L 'ec-  
t ophy l l e ,  compos6  n o r m a l e m e n t  de cellules f o r t e m e n t  
amincies ,  a s s u m e  alors  l ' a spec t  d ' u n  6phi th61ium c u b i q u e  
(Fig. 1). R a p p e l o n s  que  le b o r d  d ' e n v e l o p p e m e n t  n o r m a l  
es t  forrn6 d ' u n  b o u r r e l e t  p lus  ou mo ins  6pals  e t  d ' u n  lis6r6 
compos6  d '616ments  eel lu la i res  p lus  ou mo ins  ap l a t i s  e t  
s ' 6 t a l a n t  d i r e c t e m e n t  sur  le v i te l lus .  L a  for te  colorabi l i t6  
de ce b o u r r e l e t  au  bleu de to lu id ine ,  laquel le  d i s p a r a i t  
apr6s  le t r a i t e m e n t  A la  r ibonucl6ase ,  semble  p r o u v e r  qu ' i l  
c o n s t i t u e  la  zone de p ro l i f6 ra t ion  cel lulaire  i n t ense  assu-  
r a n t  la  c ro issance  p6 r iph6 r ique  r ap ide  du  b l a s t o d e r m e  
(GALL:ERA e t  OPRECHTS). L ' e x t e n s i o n  de nos  b l a s t o d e r m e s  
6 t a n t  b loqu6e,  le b o r d  d ' e n v e l o p p e m e n t  ne  p e u t  p lus  
s ' 6 t i r e r  e t  le ma t6 r i e l  cel lulaire,  en  s ' a e c u m u l a n t  d a n s  son  
bour re le t ,  fo rme  des  excro issances  irr6guli6res p 6 n 6 t r a n t  
p lus  ou mo ins  p r o f o n d 6 m e n t  d a n s  le r e m p a r t  v i t e l l in  
(Fig. 1). Ce de rn i e r  est  p lus  6pals que  la n o r m e  e t  il se 

plisse en  f o r m a n t  des  o n d u t a t i o n s  or ien t6es  r a d i a l e m e n t  
au  corps  e m b r y o n n a i r e .  L ' a i r e  vascu ta i r e  es t  v i s i b l e m e n t  
t r o p  6 t ro i t e  p a r  r a p p o r t / ~  ce de rn i e r  de  sor te  que  la t4 te  e t  
le b o u r g e o n  t r o n c o - c a u d a l  de l ' e m b r y o n  s u r p l o m b e n t  le 
r e m p a r t  v i te l l in .  

L ' e x a m e n  des coupes  h i s to log iques  des b l a s t o d e r m e s  
fix6s avec  leur  s u b s t r a t u m  a r4v616 que  les cellules du  
r e m p a r t  v i te l l in ,  en  pa r t i cu l i e r  clans sa  zone p6r iph6r ique ,  
p r e n n e n t  la  fo rme  6toil6e e t  p 6 n 6 t r e n t  p lus  ou mo ins  pro-  
f o n d 6 m e n t  darts  l ' a g a r  imb ib6  de  s u b s t a n c e s  n u t r i t i v e s  oh  
elles f o r m e n t  u n  v6 r i t ab l e  r6seau,  r e c o n s t i t u a n t  a ins i  u n e  
sor te  de  ~ s y n c y t i u m  vi te l l in~ (Fig. 2). Ces o b s e r v a t i o n s  
nous  o n t  amen6s /~  nous  poser  la ques t i on  si l ' a r r~ t  de l 'ex-  
t ens ion  p6 r iph6 r ique  du  b l a s t o d e r m e  eu l t iv6  sur  le subs-  
t r a t u m  f i b r eu x  es t  e x c l u s i v e m e n t  dfi ~ l ' absence  de la  
m e m b r a n e  vi te l l ine .  P o u r  r6soudre  ce probl~me,  que tques  
b las todermes ,  d6 t ach6s  avec  la m e m b r a n e  v i te l l ine  du  
j a u n e  d'oeuf, s o n t  6tal6s face v e n t r a l e  c o n t r e  n o t r e  mil ieu 
n u t r i t i f  s t a n d a r d .  U n  a n n e a u  en  verre ,  de  d i a m 6 t r e  plus  
large que  celui du b l a s t o d e r m e ,  es t  pos6 sur  la m e m b r a n e  
v i te l l ine  e t  enfonc6 d a n s  le s u b s t r a t u m .  Ce t te  op6 ra t i on  
es t  fa i te  af in  que  la m e m b r a n e  v i te l l ine  soi t  u n i f o r m 6 m e n t  
t endue .  Les b l a s t o d e r m e s  en  q u e s t i o n  s ' 6 t a l e n t  progres-  
s i v e m e n t  sur  le mil ieu nu t r i t i f ,  e e p e n d a n t  leur  e x t e n s i o n  
es t  t o u j o u r s  s e n s i b l e m e n t  m o i n d r e  q u e  s ' i ls  6 t a l e n t  cul-  
t iv6s  selon la m 6 t h o d e  de  NF.w. L ' e x t e n s i o n  p6r iph6r ique  
de nos  b l a s t o d e r m e s  ne concerne ,  d ' a i l l eurs ,  que  l 'ec to-  
phy l le  seul. Le bord  d ' e n v e l o p p e m e n t  es t  t o u j o u r s  ex- 
e e s s i v emen t  large, quo ique  ses d i m e n s i o n s  v a r i e n t  con-  
s i d 6 r a b l e m e n t  d ' u n e  r6gion ~ une  au t re .  E n  effet ,  le con-  
t o u r  e x t e r n e  du  r e m p a r t  v i te l l in ,  t ou jou r s  6pals e t  ondul6 ,  
es t  des  p lus  i r r6gul iers  e t  d a n s  les zones  o6 il dess ine  de 
larges  p r o m o n t o i r e s ,  le r e m p a r t  v i t e t l in  es t  t o u j o u r s  dis-  
loqu6 su r  de  p lus  ou mo ins  g r an d es  6 t endues  au  n i v e a u  
desquel les  le b l a s t o d e r m e  n ' e s t  form6 que  de l ' ec tophyl le .  
L ' e x a m e n  h i s to log ique  conf i rme  e n t i 6 r e m e n t  ces obser-  
v a t i o n s  fa i tes  in toto. Le r e m p a r t  vi te l l in ,  accroch6 p a r  sa 
face v e n t r a l e  au  s u b s t r a t u m  et  a d h 6 r a n t  f o r t e m e n t  p a r  sa  
face dorsa le  ~ l ' e c tophy l l e  qu i  s ' 6 t en d  p ro g re s s i v emen t ,  se 
dhchi re  p a r  end ro i t s  e t  ses p a r t i e s  p6r iph6r iqnes  s o n t  
en t r a in6es  p a r  le b o r d  d ' e n v e l o p p e m e n t .  

N o t r e  6 tude  c o m p a r a t i v e  nous  p e r m e t  de  conc lure  que  
l ' acc rochage  du  r e m p a r t  v i te l l in  p r o h i b e  t o u t e  e x t e n s i o n  
p6r iph6r ique  du  b l a s t o d e r m e  sur  les mi l i eux  solides, quelle 
que  soi t  leur  c o n s t i t u t i o n  n u t r i t i v e .  L a  pr6senee de la 
m e m b r a n e  vi te l l ine ,  e o m m e  N E w  l ' a  d6mont r4 ,  es t  indis-  
p e n s a b l e  ~ une  e x t e n s i o n  no rma le .  Nous  avons  donc  
modif i6  sa  m6 thode ,  de  fa~on ~ r e n d r e  possible  des in te r -  
v e n t i o n s  du c6t6 dorsal .  A c e t t e  fin, la m e m b r a n e  vi te l t ine  
es t  6tal6e sur  un  a n n e a u  de verre ,  le b l a s t o d e r m e  en  bas ,  
done  en  c o n t a c t  d i r ec t  avec  l ' a l b u m e n .  U n  a u t r e  a n n e a u  
de d i a m 6 t r e  p lus  g r a n d  es t  embo t t6  sur  le p r emi e r  p o u r  
t e n d r e  u n i f o r m 6 m e n t  la m e m b r a n e  vi te l l ine  e t  la m a i n -  
teni r .  Les b l a s t o d e r m e s  a ins i  cul t iv6s  se d 6 v e l o p p e n t  pa r -  
f a i t e m e n t  e t  se p r ~ t e n t  b ien  ~ des co lora t ions  v i t a les  loea- 
lis6es e t  m~me  des  i n t e r v e n t i o n s  mic ro -ch i ru rg ica les  peu -  
v e n t  4tre  p ra t iqu6es  ~ t r a v e r s  une  p e t i t e  incis ion d a n s  la  
m e m b r a n e  vi te t l ine .  

Summary. The  r e l a t i onsh ip  b e t w een  yolk  e n t o b l a s t  a n d  
t h e  n u t r i t i o n a l  m e d i u m  in cu l tu re s  of ch i cken  b l a s t o d e r m ,  
classical  type ,  was  s tud ied .  I n  add i t ion ,  some r e f i n e m e n t s  
to  t h e  research  of NEw 5-7, a n d  some mod i f i ca t ions  per-  
m i t t i n g  o p e r a t i o n s  f rom t h e  dorsa l  side, are  p roposed .  
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