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1 - INTRODUCTION 

L' lnaccesslbl 1 lté de l'embryon à l'Intérieur du tractus génital de la 

mère constitue un des principaux obstacles à l'étude de l'embryologie des 

mamm 1 fères. 

Le sein maternel représente un environnement complexe, soumis à une 

régulation précise. 

Ceci explique les grandes difficultés qui ont accuel 111 les chercheurs 

essayant de reconstituer artificiellement un mJJ JeG favorable au développement 

in vitro des embryons de mammifères. 

Les résultats de ces recAerches sont restés longtemps partiels et 

surtout 1 Imités à certains stades très brefs du développement : par exemple 

du stade 8 cel Iules au stade blastocyste (lapin, souris), ou bien du stade 

premiers .somltes au stade ébauche des membres (rat,sourJs). 

Les progrès techniques de ces dernières années ont toutefois permis 

de cultiver "in vitro" sans Interruption des embryons du stade deux cel Iules 

au stade des premiers somltes ( souris, HSU 1973). ~u delà de cette barrière 

la culture est possible, mals pour des séquences très courtes : 48 ou 72 heures~ 

Après 1~ stade 15 somltes, soit 9 jours de gestation chez la souris, seuls 1 

_ des fragments d'embryons sont cultivables pendant des durées assez longues·: 

8 jours et plus. 

Il faut dire que chaque phase du développement correspond à des 

exigences partlcul !ères de l'embryon et qu'un ml 1 Jeu donné ne peut convenir que 

pour une courte période du développement. On rencontre ainsi différentes 

barrières ; fécondation, stade deux cel Iules, stade blastocyste, Jmplanta·tlon 

da~s l'utérus, stade des premiers somltes. 

Nous nous sommes attachés à la mise au point d'un mi 1 Jeu de culture 

favorable à la survie et à la différenciation d'embryons de souris de 8 jpurs 

(stade 0 à 15 somltes). 

Ce choix nous a été dicté par deux raisons 

1 -Ce stade comprend la phase Initiale de l'organogénèse, cel le qui 

est lo plus riche en évènements morphogénétiques. 

2 - P~u d'auteurs se sont Intéressés avec succès à cette étape 

du développement embryo~nalre des mammifères. 
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2 - DEVELOPPEMENT DE L'EMBRYON DE SOURIS ENTRE LE SEPTIÈME ET 

LE NEUVIÈME JOUR DE LA GESTATION. 

2.1. - L'embryon de 7 jours. Stade présomltlque. 

L'embryon de souris de 7 jours se présente sous la forme d'un cyl indre. 

transparent de 0,1 m/m de diamètre et de 0,4 m/m de longueur. Un léger si 1 lon ! 
sépare J'extrémité antérieure de l'embryon 1 des tissus extra embryonnaires. 

C'est à ce stade que se forment J'amnios et la cavité amniotique. 

Les premières cel Jules mésodermlgues apparaissent à J'extrémité 

postérieure de l'embryon. 

A 7 jours et demi, le sac amniotique se ferme. 

La plaque neurale se délImite clairement; el le est creusée au ml 1 Jeu 

d'un si 1 lon qui se confond plus en arrière, avec la ligne prlmltlve.Devant cet7c 

·plaque neurale : la plague orale est constituée de deux couches d'éplthél ium 

et voisine avec le premier rudiment cardiaque. 

La partie dorsale de 1 'embryon formée de cel Iules cubiques est en 

contact avec l'amnios. Vers l'extrémité antérieure, ces cel Iules deviennent 

cyl Jndrlques et forment l'ébauche de la tête. 

On note la formation d'îlots sanguins dans les parois du sac vltel 1 ln.· 

Puis une dépression apparaît dans l'éndoderme, sous Je repl 1 amnio­

tique antérleur,à la 1 Imite des zones embryonnaire et extra embryonnaire; el Je 

constituera plus tard l'ébauche de l'Intestin antérieur. 

2.2.- L'embryon de 8 jours (premiers somites). 

A J'examen externe, 1 'embryon de souris de 8 jours présente comme 

caractéristiques essentiel les : 

a) l'approfondissement progressif du si lion neural. 

b) la flexion dorsale.de l'embryon en lordose 

c) l'apparition des premiers somltes~ 

Système circulatoire 

Les Tlots sanguins sont apparus tout autour du coelome externe au 

stade précédent et chaque section histologique montre une activité mitotique 

Importante des hémocytoblastes; Il n'existe pas encore de connexion vasculaire 

avec les vaisseaux qui se développent dans Je corps de J'embryon. Les artères 

vltel 1 Ines se forment les premières; leurs ébauches, paires, donneront plus 

tard une seule artère Impaire. 
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~'ébauche cardiaque se développe rapidement. El le était déj~ 

visible sur les coupes histologiques au stade précédent. En même temps, les 

cel Iules du mésoderme forment le tube endocardigue en continuité avec le 

1er arc aortique tout au long des aor.tes dorsales. 

Vers la fln de cette période apparaît le 2ème arc branchial. 

Tractus digestif. 

L'ébauche de l'intestin antérieur est déjàprésente au stade précédent. 

Son éplthél lum columnalre adhère maintenant à l'éplthél lum du plateau 

neural, sur une courte distance, et forme le plateau buccal. 

Un peu plus tard (2 semites) apparaissent dans le même site : 

l'ébauche de la thyroTde et cel le du foie; tandis qu'à 1 'autre extrémité de 

J'embryon se dessine la légère dépression de l'Intestin postérieur. 

Système nerveux central 

La fermeture du tube neural se déclenche au niveau du 5ème somlte et 

progresse à la fols vers les extrémités caudale et céphal !que. 

De ce côté le plateau céphal Igue se dévelop~e rapidement, et représen­

te, en volume, la partie la plus Importante de l'embryon. On y remarque deux 

dépressions : l'évagination optique à la partie antérieure, et la placode 

otl~ue sous le rhombomère B à la base du cerveau. 

2.3.- L'embryon de 9 jours (15 à 30 somltes). 

Après douze somltes, l'organogénèse semble s'accélérer et nous assis- 1 

tons au début de la circulation placentaire, à la séparation du coeur et à 

ses premiers battements. 

La cavité buccale va s'ouvrir et l'Intestin antérieur se différencier. 

Deux ébauches pulmonaires se forment avec des rudiments du larynx, 

de la trachée et des bronches. 

La vésicule néphrétique et te' canal néphrétique sont reconnaissa.bles, 

alnsl que les cel Iules germinales, à partir de 15 somltes. 

La placode olfactive fait son apparition sous forme d'un épalssissemen­

de l'éplthél Jum, avant la fermeture antérieure du tube neural. 

Vers cette époque, commence probablement, la migration de cel Iules 

mésectodermlques de la crête neurale, qui seront entre autres formations, à 

l'origine des germes dentaires. 

Ces 72 heures de la vle embryonnaire surprennent, tant par la 

r~pldité qu~ par la quantité d'Interactions tissulaires primordiales auxquelles 
on assiste. 
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Cette période est mise à profit par les tératodoglstes:en effet les 

Injections d'antlsérum~u deprodults tératogènes chez la souris gesta~te au 

Sème ou au 9ème jour entraînent de profondes modifications de l'organogénèse. 

La tératologie peut dlfflcl lement analyser les phénomènes avec précision : 

el le reste une méthode globale. 

Par contre la mise en culture des embryons d'amniotes est plus qu'une 

méthode pouvant faciliter 1 'observation, el le permet en outre d'entreprendre 

de~ expériences très précises qui seraient lrréal !sables dans le cadre 
nature 1 • 

" Dans le passé chaque progrès de la technique ·de culture a été 

suivi par une avance rapide des connaissances en embryologie, et 11 y a 

beaucoup de raisons de supposer que la même séquence se reproduise", NEW 1966. 

3 - HISTORIQUE 

L'abondance des travaux publ lés sur la culture des embryons de 

mammifères nous obi Ige à nous 1 Imiter à ceux qui ont servi de fi 1 conducteur. 

à nos expériences. 

Dans cette vole, le précurseur fut BRACHET (1912-1913). 11 cultivait 

des oeufs de lapine dans un mlf leu composé de plasma ou de sérum de lapin 

additionné d'extraits embryonnaires. 

A un stade plus tardif : post-Implantation, les essais de culture 

d'embryons n'ont eu que des succès très 1 Imités. Pourtant, JOLLY et LIEURE 

(1938) obtiennent un développement modeste d'embryons de cobaye et de rat. 

Chez ces derniers, 37 % développent un axe embryonnaire et Je coeur bat; 

mals seulement 9 %montrent une circulation sanguine. (Le falt n'a plus été 

rapporté depuis lors). Ces auteurs n'ont pas observé la formation d'autres 

ébauches :membres, langue, oel 1, etc ••• Leur ml 1 leu de culture était 

constitué de sérum homologue de rat. 

En utll !sant au 1 leu de 'sérum, du plasma de rat et des extraits 

;r embryonnalres)NICHOLAS et RUDNICK (1934-1938) parviennent sensiblement aux 
mâmes résultats. 

WADDINGTON et WATERMAN (1933) ont cultivé de~ embryons de lapins 

au stade 3 semites sur des cal 1 lots sanguins et ont obtenu dans les mel 1 leurs 

cas des embryons de 6 - 9 semites, ce qui représente une demi-journée de 

développe~ent au cours de la gestation normale. 1 ls ont observé des battements 
c.ard 1 aques ma 1 s pas de c 1 rcu 1 at 1 on sangu 1 ne. 
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CHANG (1949) expérimente les effets de différents sérums hétérologues . 
sur le développement des oeufs de rat. 11 cultive des embryons au stade 

deux cel Iules pendant 24 heures et énsuite compte le pourcentage de dévelop­

pements normaux d'après le nombre de divisions cel lu laires. 

Le sérum de lapin lui fournit les meil leurs résultats 84 %, le sérum 

de cheval 80%, de rat 75 %, de cobaye 71 %. Mals le sérum de chien ne permet 

qu'à 55% des oeufs de se développer et celui de porc 45 %. Enfin avec les 

sé~ums, humain, de mouton, de boeuf ou de coq les résultats sont négatifs. 

CHANG pense que ces de rn 1 ers renferment un fact.eur ov 1 c 1 de, qu 1, étant thermo -

lablle peut être Inactivé par chauffage à 55°C pendant 30 minutes. 

HAMMOND (1949) semble bien être le premier a obten1r quelques succès 

dans la culture de très jeunes embryons de souris : après 42 à 52 heures de 

culture,des sujets au stade deux cel lu les, atteignent le stade quatre cel Iules. 

Quelques sujets, partant du stade quatre cel Iules, atteignent le stade blasto­

cyste et enfin tous les sujets de huit cel Iules mis en culture se transforment 

en blastocystes. 

Son ml 1 leu était composé d'une solution sa!lne, glucosée, enrichie 

de jaune et d'albumine d'oeuf de poule, sous pression d'air normale et Incubés 

à 37°C. 

Les solutions sai Ines utl 1 !sées par HAMMOND avalent été préconlsé~s 

par TYRODE (1910) et modifiées par EARLE (1934) GEY (1945) HANKS (1946). El les 

diffèrent peu les unes des autres. 

KREBS (1950) pense que les cel Iules mises en culture sont soumises 

aux lois lois générales du métabol lsme. 11 a donc l'Idée d'ajouter aux 

s<!>lutlons salines tamponnées certains produits lntermédlalres du "cycle de KREBS' 

En effet le métabolisme du glucose ne se produit pas en une seule fols, mais 

par étapes successives, chacune d'el les étant réglée par une seule enzyme. 11 

est à noter que l'ox~datlon du glucose·en CO 2 et H2o fournit beaucoup pl.us 

d'énergie, pour une quantité de mptérlel donnée, que la transformation du 

glucose en acide lactique. A noter également que cette transformation peut 

se faire sans utll lser d 102 et en produisant quand même de 1 'énergie (20 fois 

moins). L'adjonction, aux mi'l leux de culture, de produits Intermédiaires de 

~ l'oxydation du glucose : lactate, pyrünate, fumarate et glutamate s'avère 

donc très favorable a~x organes en culture. 

Toutefois les cel Iules embryonnaires semblent avoir besoin de 

beaucoup d'· "aerobic glycol~sls" <PAUL, 1965).Ce qui soulève la question des 

besoins en oxygène des explants. El le n'a pas encore reçu de réponse définiti­

ve. 11 semblerait que les tissus embryonnaires, à la différence des tissus 
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adultes, peuvent se développer "in vitro" dans une atmosphère or:J 1 'oxygène 

n'est pas Indispensable et peut d'ai 1 leurs être remplacé par de 1 'Azote. Le 

gaz carbonique, un des produltsflnauxdu métabolisme du glucose, peut être 

/ repris et combiné avec l'acide pyruvique pour former l'acide axaloacétlque 

dans le cycle de l'acide trlcarboxyJ lq~e Le gaz carbonique, au contraire 

de l'oxygène, semble nécessaire à la survie prolongée des cel Iules en culture. 

Enfin le système de fixation du gaz carbonique peut avoir comme rôle principal 

la régulation du pH lntracel lulalre HARRIS (1959). 

WHITTEN (1956- 1957 a,b).en utl 1 !sant le ml 1 leude HAMMOND constate 

que le RH croit rapidement si on laisse le mil leu exposé à l'air. En sachant 

que des embryons de 8 cel Iules ne se développent pas à un pH supérieur à 7,7, 

Il réalise un mil leu en partant de la solution sai lne tamponnée KREBS-RINGER 

et stabl 1 Ise le pH aux environs de 7,1, en mélangeant 5% de co2 à: 1 'air con~­
tltuant l'atmosphère du ml 1 leu. D'autres essais, cette fois en atmosphère 

d'azote le conduisent au même résultat, mals si l'azote est remplacé par 

l'oxygène, les embryons ne survivent pas. 

Wr.liTTEN apporte une autre mod 1 f 1 cat 1 on à 1 a so 1 ut 1 on KREBS-R 1 NGER en 

remplaçant le chlorure de calcium par du lactate de calcium ou· du lactate 

de sodium. Dans ce ml fieu 87% des embryons de 8 cel Iules atteignent le stade 
blastocyste en deux jours de culture. 

La méthode de culture de WHITTEN a permis à Mc LARREN et BIGGERS (1952 

de transférer dans 1 'utérus de souris pseudo-gravides des blastocystes 

élevés en culture et d'obtenir 21 %de développement normal. 

Cette même technique a également permis à TARKOWSKI (1961, 1964 a) et 

à MINTZ (1964) de démontrer, grâce à des blastocytes chimères réal lsés "in 

vitro", les remarquables possibl 1 !tés de régulation des jeunes embryons de 
souris. 

BRINSTER (1963) a cultivé plusieurs mllllersd'embryons de souris 

(stade 2 cel Iules) obtenûs par la technique de super ovulation (RUNNER et PALM 

1953), Son ml 1 leu de culture s'apparente à celui de WHITTEN : solution saline 

tamponnée de KREBS~RINGER, mals 11 réduit la proportion de Nacl à 91,5 parties 

et cel les de CaCI
2 

à 2 parties qu'l 1 remplace par 8,5 parties de lactate de 

sodium Isotonique, plus 1 mg/ml d'albumine de boeuf, 100 Uml de pénicl 11 Jne 
et 50 ug/~1 de streptomycine •. 

Au' cours d'autres expériences BRINSTER (1965) se penche sur les 

besoins énergétiques des embryons et Il conclut que le lactate, le pyrunate, 

l'oxaloacétate ou le phosphenolpyrunate sont aptes à fournir l'énergie -
demandée; tandis que tes sucres comme le glucose, le fructose, le ribose, et 



- 7 -

d'autres encore sont Inaptes. 11 estime que le pH optimum est de 6,8~ mals peut 

varier entre 5,9 et 7,8. La pression osmotique peut se situer entre 0,2002 et 

0,3542 avec une valeur optimale de 0,2760 os 

SMITH (1964) par des moyens différents : un ml lieu à base de gélose 

enrichie, sous atmosphère de 5 % co2 et 90% d'air, a cultivé pendant 18 à 20 

heures des embryons de souris de 4 à 8 semites et a constaté leur évolution 

jusqu'au stade 16 somltes, sans toutefois noter l'établ lssement d'une circula­

tion sanguine. Pour facl 1 !ter les échanges entre le mi 1 leu et 1 'embryon, ce 

dern 1er éta 1 t débarrassé du sac amn i ot 1 que et du sac v l te Il in. 

Vers la même période 1963 - 1964 NEW et STEIN cultivent également des 

embryons de souris et de rat au stade des premiers somltes. Les embryons 

sont prélevés "in toto" avec l'amnios, le sac vltel 1 ln Intacts alnsl que le 

placenta • 

. Le mil leu de culture se compose : d'une phase semi-sol Ide, constitué~ 

par un cal 1 lot de plasma de poulet et d'extraits d'embryons de souris ou de 

rat; d'une phase 1 lqulde, contenant des extraits d'embryons. Une boTte de 

Pétri, garnie de coton humide, renferme un verre de montre qui contient le 

ml 1 leu de culture. NEW Incube ces chambres de culture à 37°C sous atmosphère 

5% co2 
et 90% 0 

2
• Par cette méthode 11 ·réussit des cultures de 48 heures et 

constate que 

-Plus l'embryon est jeune, moins son développement est important. 

2- L'addition de co2 est bénéfique aux embryons de tous âges. 

3- L'addition d102 est néfaste aux embryons jeunes (premiers semites:. 

Par ali leurs NEW (1966) a trouvé que les embryons de rat se développer· 

aussi bien dans du sérum de rat que sur des cal 1 lots d'extraits embryonnaires. 
1 1 note au passage 

- L'absence totale de réactions lmmunologlques de 1 'embryon au 

sérum hétérologue de rat mâle ou femelle gravide ou non gravide. 

2- Les embryons de rat ne se développent pas dans les sérums d'autres 
mamml fères. 

BRINSTER (1965) entreprend des études quai ltatlves et quantitatives 

sur les besoins nutritifs "in vitro" des embryons de souris. 11 cultive des 

embryons au stade deux cel Iules par séries de 12, et 11 évalue le pourcentage 

de ceux qui se développent jusqu'au stade blastocyste normal après trois jours 

de culture. En faisant varier. la composition du ml 1 Jeu, 11 apprécie la valeur 

nutritive de différentes protéines, 11 .peut déterminer également la valeur 

optimale de pression osmotique et du pH. Les résultats de ces travaux qui 

ont porté sur plusieurs ml 1 1 !ers d'embryons Indiquent que : 
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1 - Les blastocystes s'accommodentd'une pression osmotique çomprise 

entre 0,200 et 0,354. . 
2 - La concentration d'Jons hydrogène proche de 6,82 apparaît comme 

la plus favorable, toutefois les blastocystes admettent un pH étagé entre 

5~87 et 7,78. 

3 - Les ~lastocystes ne se développent pas dans un mi 1 leu dépourvu 

d'amlno-acldes qu'l ls sont Incapables de synthétiser. 

Le sérum albumine de boeuf peut, à lui seul, assurer les besoins 

des embryons. 

La supp~esslon dans le ml 1 leu d'un seul amlno-aclde n'empêche pas le 

développement, seule 1 'absence de cystine réduit considérablement le nombre 

de blastocystes. 

11 faut rapprocher ces résultats, surtout 1 et 2, de ceux de 

BRiNSTER (1963). 

New 1967 Imagine un système qui permet de faire circuler continuel le­

ment le sérum autour des embryons, sous la poussée d'un mélange gazeux : 95 % 
02 et 5 % co2 à 38 °C. Ce perfectionnement conduit à des résultats Intéressant~ 
des embryons de rat de 13 jours possédant 40 somltes atteignent à la fin de 

l'expérience 55 somltes, ce qui représente dans des conditions normales de 

gestation un développement de 1 jour. NEW 1970- 1971. 

COLE ET PAUL 1965 utl 1 !sent un ml lieu de culture à base de sérum 

humain et de sérum de veau enrichi de précurseurs d'acides nucléiques. 

MULNARD 1964 utl lise, pour la production d'un fi lm cinématographique 

enregistrant en continu le développement diun embryon de souris du stade 

2 cel Iules au stade blastocyste, un ml lieu Inspiré de WHITTEN 1957 et 

BRINSTER 1963-1965. La modification porte sur la teneur optimale d'albumine 

qu'! 1 estime être de 5 mg pour 5 ml de '1 lqulde tamponné. 11 précise de plus, 

qu'un mélange à parties égales de deux sérums-albumine : humain et bovin 

entraîne des résultats plus constants. 

CLARKSON 1969 cultive des embryons de souris au stade premiers 

somltes dans du sérum de rat. 1 1 estime que le 1 lquide de WAYMOUTH enrichi 

de 20 % de sérum de rat favorise mieux le développement que le sérum de rat 

seul. 

WHITTEN 1971 publ le les résultats de travaux sur les besoins nutritifs 

des embryons de souris cultivés ''in vitro" au stade prélmplantatlon. 11 conclut 
que 

~Le mélange gazeux le mieux adapté comprend : 5 % 02, 5% co2 et 

9 % N2
• Le mélange est Introduit dans le ml 1 leu de culture par barbotage. 
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Pourtant les explants ont une facheuse tendance à former des vésicules 
que ce soit en atmosphère d 102 ou de N2 •. 

11 semble donc acquis, qu'aux stades jeunes les embryons de souris 

ont des besoins en oxygène assez faibles mals précis. 

2 - La pression osmotique peut varier sans dommage de 250 à 290 mo 
-~----

ce qui ne semble pas en accord avec les observations précédentes de BRINSTER 

1965. WHITTEN pense qu'une pression osmotique faible peut Interférer avec 
'2 une plus forte concentration d'O • 

3 - 11 situe le mel 1 leur niveau de pH entre 7,2 et 7,3. 

4 Le tampon bicarbonate es~ Indispensable. On peut le remplacer en 

partie par des phosphates : tris ou hepes, ce dernier n'est pas toxique mais sr 

on le substitue en total !té au blcarbonate,on n'obtient pas de développement. 

5- Les lons calcium s'avèrent nécessaires à la cohésion cellulaire, 

1 ls sont donc Indispensables au maintien de la masse embryonnaire. 

6 - Le pyrunate est Indispensable lors des premières segmentations de ..,._ 

l'oeuf, puis, après la 3ème segmentation les besoins de l'embryon diminuent 
très sensiblement. 

KOCHKAR 1974 mène à bien des cultures d'embryons de souris au 

stade 30 - 42 semites en employant un mélange à part égales de 1 lqulde de 
WAYMOUTH et de sérum de veau foetal. 

HSU 1972-1974 fait réaliser un nouveau pas en avant à la culture 

" in vitro" des embryons de souris, en obtenant le développement continu 

d'embryons du stade 2 cel Iules au stade premiers semites. 11 attribue sa 

réussite au fait d'ut! 1 lser un sérum différent adapté à chaque étape du 
développement embryonnaire. 

1 - Du stade 2 ce Il u 1 es au stade b 1 astocystes, 1 es embryons sont 

explantés sur un mi lieu composé de Minimum Essentlal Medium d'EAGLE avec 
adjonction d'antibiotiques et de pyrùnate. 

2- Lorsqu'! ls ont atteint le stade blastocyste,les embryons sont 

transférés dans un ml 1 leu composé de MEM complété par 10 % de sérum de veau 

Inactivé contenu dans une sai Ière dont 1 'intérieur est tapissé de collagène 

de tendon de rat, ce qui permet 1 'Implantation des blastocystes, qui se fixent 

sur les parois de la sai Ière par l'Intermédiaire du collagène, ceci sous 
atmosphère de 5 % C02, 5 % 02 et 90 % N2• 

3 - Après trois jour~ de culture les blastocystes sont implantés 

dans le réseau de collagène; le liquid~ nutritif est alors remplacé par une 
solution à 10% de sérum humain. 
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Par cet-te méthode 1 à 3 % des embryons atteignent le stade Qes 
premiers semites. 

De ce rappel historique nous pourrons conclure que la culture 

"in vitro" des embryo.ns de mammifères et particulièrement de souris 
nécessite : 

1 -Un apport de protéines ou d'acides aminés : la meil Jeure source 
semble être le sérum, surtout après le stade de l'Implantation. 

2- Une pression osmotique réglée entre 250 et 290 Mo WHITTEN 1971. 

3- De satisfaire, selon l'âge des embryons, à un besoin croissant 

d'oxygène. Ces besoins presque nuls a~ stade 2 cel Iules WHITTEN 1970 peuvent 

atteindre 95 % au stade des premiers semites NEW 1970. 

4 - Un apport énergétique sous forme de pyrunate BIGGERS, WHITTINGHAM 
et DONAHUE 1967, BRINSTER 1965. 

· 5 Un pH stable aux environ de 7,2 à 7,5 BRINSTER , WHITTEN 1970. 

6- Une surpression d'02 pour compenser le manque de circulation 
sanguine qui ne s'établ lt pas " in vitro "· 

7- Des ml 1 leux de culture différents suivant l'âge des embryons 
HSU 1972 - 1974. 

La lecture de ces travaux nous indique en outre : 

1) qu'JI est possible de cultiver des oeufs de mammifère et particuliè­
rement de souris du stade deux cel Iules au stade blastocyste. 

2) qu'au delà de ce stade et jusqu'aux premiers semites la culture 

" in vitro "est possible par séquences de deux ou trois jours. 

3) qu'un développement continu à partir de la segmentation jusqu'à 

l'organisation d'un embryon comportant un certain nombre de semites n'est 
que dlffici lement réal !sable. 

4) qu'enfin la culture des embryons de souris du stade premiers 

semites et au delà n'a obtenu que des succès très 1 Imités. 

On comprend pourquoi les travaux de morphogénèse expérimentale sur 

les mammifères supérieurs, au stade jeune sont peu nombreux. Nous pouvons 

citer: WADDINGTON et WATERMAN 1933, sur l'Induction. TARKOWSKI, 1961, MINTZ 

1962, BENOIT 1969 sur la régulation. JOLLY et LIEURE 1938, JOLLY 1939-40, NANOT 

et LE DOUARIN 1971, LE DOUARIN 1974 sur la formation du coeur et des vaisseaux. 

Le but de notre recherche a été la mise au point d'un ml 1 leu de culture 
permettant ·Je développement des embryons de souris du stade permiers 
semites et au delà. 
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4 - PRINCIPE DES CULTURES ORGANISMOTYPIQUES 

11 La culture organlsmotyplque concerne des embryons complets ou des 

grands ensembles séparés de 1 'organisme". WOLFF 1965. 

Cette culture peut être réal !sée sur différents types de ml 1 ieux. On 

distingue général~ment les ml lieux synthétiques et les mi 1 leux naturels. Un 

mil leu synthétique même très complexe ne peut assurer que quelques heures de 

survie aux embryons de mammifères, mais i 1 est incapable d'assurer leur déve­

loppement à moins qu'on y ajoute des 1 iquldes naturels. 

Dans la.pratlque les deux types de ml 1 ieux sont complémentaires, 

1 'un servant à diluer, 1 'autre à enrichir. 

Notre longue expérimentation ( plus de 2.000 embryons ont été mis 

en culture) nous a permis de tester un nombre considérable de mi 1 ieux de 

culture différents. Outre les ml 1 leux synthétiques, 1 'élément de base a 

toujours été recherché dans les ml 1 Jeux naturels tels que : 1 iqulde amniotique 

ou extraits embryonnaires. Pour cette raison, le chapitre les concernant 

revêt une certaine Importance. 

4.1.- b~~-~lll2~~-~~Œ!b~!l9~~~ 

La composition des mil Jeux chimiquement définis a été établ le par 

essais successifs en additionnant des substances qui paraissaient favorables 

et sans danger pour la vital !té des tissus. Les composants doivent être 

soigneusement dosés pour obtenir un pH et une pression osmotique convenables. 

Certains lons Inorganiques sont absolument Indispensables. Ces 1 lquldes 

contiennent de plus une source d'énergie le glucose. Ils renferment égale­

ment des substances tampon • 

Dès lors Je 1 Jqulde devient une solution sai !ne tamponnée (Balenced 

Salt Solution : BSS) et sert de base à la confection de presque tous les 

ml 1 Jeux de culture. Employées seules, leur équl 1 lbre permet simplement de 

maintenir en survie les organismes; en effet leur carence en éléments nutritifs 

empêche le développement. 

Les principales solutions ut! 1 !sées sont : cel le de TYRODE (1910); 

EARLE (1934); GEY (1945), et HANKS (1946), el les ne sont guère différentes 

J'une de J'autre. 

L~ 1 lqulde de Tyrode·et celui de Gey ont l'Inconvénient de précipiter 

très facl lement leurs sels de Calcium, soit spontanément, soit par une simple 

élévation de température. 
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Le 1 lqulde de Earle doit être uti 1 lsé dans une atmosphère contenant 

5 J de co2• C'est la solution la mieux tamponnée. 

Le 1 lqulde de Hanks ne présente pas ces deux Inconvénients; 11 peut 

être stérll lsé par la chaleur et ut! 1 lsé en atmosphère normale. 

PAUL (1965) présente une formule où le bicarbonate trop instable est 

remplacé par le phosphate de sodium ou par le tris (trls-(hydroxyméthyl )ami no­

méthane) 'qui ne précipite pas, même en atmosphère normale. 

Nous avons déjà cité précédemment la solution sai !ne de KREBS (1950). 

Pour les ml 1 Jeux synthétiques, une voie nouvel le est ouverte par 

FISCHER (1941), qui entreprend une étude systématique, quai ltative et quanti­

tative des acides aminés favorables aux cult~res. 11 choisit ces acides parmi 

ceux qu'! 1 avait dénombrés dans le plasma par dialyse, et compose un ml 1 leu 

chimiquement défini. 

En 1946 WHITE propose un mi 1 leu analogue. 

A partir des formules de ces deux précurseurs, MORGAN, MORTON et 

PARKER ont publ lé en 1950 une formule plus complète, uti llsée encore couram­

ment aujourd'hui : le Tissue Culture Medium TC 199. 

Par la suite la 1 !ste des corps entrant dans la composition des 

ml 1 leux chimiquement définis s'est al longée démesurément, et beaucoup d'entre 

eux se sont avérés lnutl 1 !sables par les cel Iules en culture. EAGLE 1965 a 

donc entrepris ûn traval 1. de slmpl Jfic~tlon et Il a déterminé de façon très 

précise les composants nécessaires à une croissance minimale des cel Iules. 

WAYMOUTH (1958) complète ce miJ leu "a minima" par des éléments 

permettant une croissance optimale des cel Iules :Medium MB 752/1. 

Il faut remarquer en conclusion que si ces mi 1 Jeux ne sont pas 

absolument universels 1 ls constituent toutefois un élément de base bien 

équl 1 lbré et adapté à la culture de cel fufes,de tissus, ou d'organes. 

Notons avec PARKER que si les ml 1 leux chimiquement définis assurent, 

par exemple, une maintenance quasi-Indéfinie de colonies de fibroblastes de 

souris, c'est parce que ces colonies de cel Iules se sont finalement adaptées 

au mlf leu. Ce ne sera pas Je cas pour des cel Iules normales. 

4.2. - Les ml 1 leux naturels --------------------
En dépit de feur complexité, les ml 1 Jeux chimiquement définis ne 

peuvent ser.vlr que de solution de départ pour la culture de cel Iules, de 

tl·ssus ou d'6rganes, dont Ils assurent la survie pendant un ou deux jours. 

Pour aller au delà, Il faut les compiéter par adjonction de liquides nature.ls. 
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Ces mil leux naturels représentent un facteur Indispensable à la 

culture des tissus ou organes 

Leur rôle, en premier 

adapté aux tissus : pH et pO. 

de mammifères supérieurs. 

1 leu: est d 1établ ir un équll ibre physique 

en second 1 ieu, 1 ls doivent pourvoir aux 

complexes que les explants ne peuvent synthé­

amlno-acldes, des sucres, des vitamines, des 

besoins en substances chimiques 

tiser eux-mêmes, à savoir : des 

hormones. 

Même si, à 1 'avenir, on produit un nombre Important de mi 1 ieux 

synthétiques nouveaux, 11 est certain que les ml lieux naturels resteront 

encore longtemps le moyen le plus pratique et le moins onéreux de culture, 

et de toute façon seront dlfflcl lement remplacés pour les cultures de tissus 

ou d'organismes hautement différenciés. 

Les mil leux naturels proviennent de trois sources 

1 - le sang ( cal 1 lot et sérum) 

2- les liquides histologiques : liquide am.nlotlque, lymphe, liquide 

céphalorachidien, humeur aqueuse. 

3- les extraits de tissus: extraits embryonnaires. 

On pourrait en rapprocher également l'oeuf de poule en incubation 

(culture sur la membrane charlo- allantoTdlenne 

Nos recherches ont été effectuées à l'alde des quatre ml 1 leux 

naturels suivants : 

· t - Le 1 lqulde amniotique LA 

2 - Les extraits embryonnaires 

3 - La membrane charlo-al lantoTdienne CAM 

4 - Le sérum 

4.2.1.- Liquide amniotique 

Le 1 lqulde amniotique le plus fréquemment uti 1 isé est d'origi-, . 
ne bovine. Mals comme 11 s'avère tout à fait Impropre à la culture d'embryons 

de souris, nous avons préparé du LA. de souris. 

Son pH : 7,4, est très bien ajusté mals la p0:275 est basse. 11 est 

cependant bien adapté à la culture de cel Iules foetales, THIEDE 1966. Le 

1 lqulde amniotique humain est très propice à la culture de cel Iules humaines 
. , 

MOORE,I967 et aussi à la culture de 1 Ignées de cel Iules de rat ou de souris, 

où1~ans chaque essai, on obtient une mono-couche de cel Iules en 5 à 7 jours 
GRAY 1971. 

Cnez la souris, la pression osmotique du LA reste stable jusqu'au 

9ème jour de la gestation, puis décr9Tt progressivement jusqu'à la fln de la. 

grossesse à mesure que diminue sa teneur en sodium tandis que les taux d'urée 
et de créat 1 n 1 ne augmentent régu 1 l èrement. 
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la différence de composition entre le LA et le plas~a maternel 

s'accroit au fur et à mesure que le.terme approche. Nous avons donc choisi de 1 

prélever avant le 14ème jour de gestation 1 parce qu'à cette date le volume 

de l'amnios correspond à la moitié du volume du sac embryonnaire et que de 

p 1 us 1 e re 1 n de 1 'embryon n'est pas encore fonction ne 1 ; 1 e LA ne cont 1 ent 

qu~ fort peu de catabolltes. 

4.2.2. - Les extraits embryonnaires 

Les extraits embryonnaires ap~ortent aux tissus en culture, 

outre les protéines usuel les, la fraction de nucléo protéines à poids molé­

culaire élevé que ne peuvent pas fournir les ml 1 ieux synthétiques. 

les extraits embryonnaires lyophll lsés présentés dans le commerce 

se sont tous révélés toxiques pour les jeunes embryons de souris. Nous avons 

donc préparé des extraits embryonnaires de souris de 9 jours. Les difficultés 

matériel les nous ont empêché de préparer des extraits d'embryons plus jeunes. 

4.2.3. - La membrane charlo - ol lantoTdienne 

Dès le 11ème jour de développement les embryons de souris 

peuvent être transplantés avec succès sur la MCA d'oeuf de poule. Entre le 

Sème et le 18ème jour d'lncubatlon,l 'oeuf est propice aux transplantations et 

peut assurer le développement. 

4.2.4. - Le sérum 

Le sérum est le 1 lqülde naturel le plus ut! 1 tsé pour la 

nutrition des organes en culture. 

Les tissus embryonnaires ne sont que très peu sensibles aux phénomè­

nes lmmunologlques et peu leur Importe 1 'emploi d'extraits homologues ou· 

hétérologues ou bien même la provenance d'espèces différentes. Pourtant un 
, 

certain nombre de sérums sont tqxlques. Un sérum autologue peut être aussi . 
toxique qu'un sérum hétérologue quelque soit son origine (PAUL, 1955). 

Nous n'avons guère obterru de succès par l'emplot de sérums de cheval 

de ~oq, de veau foetal, de boeuf qui semblent tous Inhiber le développement 

des jeunes embryons. 

Par contre le sérum de souris a été ut! 1 lsé avec satisfaction. Le 

sérum est séparé du cal 1 lot par centrifugation de préférence à la fl ltratlon 

qui semble retenir certains facteurs favorables à la croissance. 

Avant usage, 11 est ut! le de tester la toxicité éventuel le de ce 

produit par un essai de culture avec des tissus embryonnaires de même âge. 

En effet un sérum peut être toxique pour certains tissus et non toxique 

pour d'a~~res. 11 semble que, dans une certaine mesure, l'on puisse réduire 

cette toxlclta en mélangeant les sérums d'un grand nombre de donneurs. 

' 
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De même une conservation prolongée ( quelques mols à - 20°C) favorise 

Je développement des cultures 

Certains auteurs préconisent de réduire les facteurs antl-crolssance 

par chauffage à 65°C pendant 35 minutes. Ce procédé appl lqué, en particul ter 

aux·sérums de haute toxicité reconnue, n'atténue pas leur défaut. Seule une 

très longue conservation permet de supprimer le facteur inhibiteur de 

développement. Après ce traitement un sérum toxique peut être ut! 1 tsé sans 

danger quelques mols plus tard. 

5 - MATÉRIEL ET MÉTHODE 

5.1.- Préparations des embryons 

Toutes nos manipulations ont été effectuées sur des souris albinos 

(SWISS). 

·Dans des cages séparées, un harem de cinq femelles et un mâle est -

réuni à la fin de 1 'après midi. Le lendemain matin à 8 heures 1 'observôtlon 

du bouchon vaginal désigne les femelles fécondées pendant la nuit; ce jour 

est considéré comme Je jour zéro de la gestation avec une possibl 1 lté d'erre~r 

de six heures en plus ou en moins. 

Les femelles sont sacrifiées, selon les besoins, au 7ème ou 8ème jour, 

par dislocation des vertébres cervicales. Deux Incisions longitudinales 

parai lèles aux crêtes mammaires sont pratiquées, la peau de 1 'abdomen est exci­

sée, puis la paroi abdominale. Les cornes utérines sont facilement reconnaissa­

bles à leur couleur rouge sombre; el les· sont prélevées, rincées avec une BSS 

et déposées dans une boîte de Pétri contenant la même solution. 

La dissection de J'utérus est ~ondulte sous la loupe blnèculalre. 

La difficulté est d'extraire les embryons de 1 'utérus sans les léser; feur· 

volume est faible (0,1 m/m x 0,5 m/m), leur consistance est quasi nul Je et de 

plus Il règne une forte pression dans l'utérus due aux contractions. SI fa 

membrane déciduale est ouverte d'emblée en même temps qué la paroi utérine 

l'embryon se trouve violemment expulsé et souvent endommagé. Donc 11 est 

préférable d'lnci~e~ d'abord la paroi utérine pour rompre la force des anneawx 

muscu 1 a 1 res et d'extra 1re 1 a déc 1 dua 1 e que· 1 'on peut d 1 sséquer facIlement en 

commençant par le côté Je plus large puisque J'embryon se trouve à 1 'opposé. 

On enlève la membrane de Reitchert ce qui permet le prélèvement des organes 

choisis. L~s embryons sont déposés dans des sai !ères contenant 1,5 ml de 1 !qui­

de de HANKS. La dissection s'opère avec des pinces fines et des ciseaux de 
PASCHEFF •. 

• Ciseaux MC 19 MORJA DUGAST, 108 Bd de la 1 lberté Paris 6°. 
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5.2. - Détermination de 1 'âge des embryons 

Les nombreux prélèvements ~'embryons à 8 jours de gestation nous ont 

permis de constater que tous n'atteignent pas le même stade en même temps. 

A 1 'extrême, un utérus peut renfermer des embryons échelonnés de 0 à 25 

somltes. Cela peut provenir du fait que tous les ovules ne sont pas fécondés 

au même moment; 11 peut s'ensuivre des variations dans le développement 

allant jusqu'à 20 heures (THEILLER 1972). Pour chaque expérience l'âge des 

embryons a été fixé d'après le nombre de semites. Ce repère est d'un contrôle 

facl le, 11 semble moins sujet à variations que ~'autres repères plus dlffici le­

ments appréciables et moins constants. Statistiquement la plupart des embryons 

prélevés au Sème jour se situent aux stades 5-6-7 semites (Tableau 1); ce 

groupe renferme 489 embryons sur un total de 1374 embryons prélevés à cette 

date. Ceci est en accord avec les observations de WITSCHI (1962) : 8 jours = 

1 à 4 semites et THEILLER 1972, 8 jours = 1 à 7 somltes. 

5.3. - Interprétation des résultats. 

Nous venons de voir que la détermination de l'âge des embryons était 

étab 1 tj d'après 1 e comptage des som 1 tes au moment de· 1 'exp 1 antat 1 on; or1 nos 

mises en cultures ne comportent très souvent que la partie antérieure de· 

l'embryon et le coeur, 11 n'est donc pas possible d'apprécier leur croissance 

par une numération des somltes en fln d'expérience. 11 nous· a donc fallu 

choisir d'autres critères pour évaluer les résultats de ces cultures. 

En premier 1 Jeu nous avons pensé à la mensuration des explants avant 

et après la mise en culture pour apprécier leur développement. Mais le peu 

de consistance des embryons provoque leur étalement; 1 ls subissent des d~forma­

tlons Importantes, et de plus 1 ls peuvent être glonflés exagérément par des 

vésicules. 

Nous n'avons donc pas retenu ce critère. 

Par ali leurs le premier signe de dédifférenciation d'un jeune 

embryon en culture est l'opacité; nous retenons donc ceux qui conservent une 

bonne translucidité et chez lesquels. on peut reconnaître les organes par 

transparence: 1 l·est posslbte qu'après quelques jours de culture un embryon 

n'ait pas grandi, mals que par contre son organogénèse ait suivi un cours 

normal, dans ce cas 11 reste translucide. L'observation histologique confirme 

·cette appréciation. 

L~s ?attements cardiaques constituent un deuxième facteur positif. La 

date des premières contractions est Imprécise : el le peut se situer entre le 

7ème et 1~ 9ème jour. Le rythme cardiaque est capricieux : 11 peut s'arrêter 

pendant de longues périodes puis reprendre, s'accélérer ou se ralentir 
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quelquefois sous 11 Influence de facteurs extérieurs tels que la température 

ambiante. L'action du froid peut le ralentir ou 1 'arrêter, au dessus de 37°C 

le rythme s'accélère. On salt donc que si les battements cardiaques constituent 

un facteur positif, leur absence n'est pas obi Jgatolrement un facteur négatif. 

Un embryon de cet âge peut suivre un développement normal avec un coeur arrêté. 

SI l'organogénèse du coeur se déroule en culture d'une façon compara­

ble au développement normal on doit obtenir après quelques jours de culture 

une double contraction cardiaque : auriculaire et ventriculaire. 

Nous avons retenu comme autre facteur d'appréciation : la forme des 

contours de l'expiant en fln de période de culture. Un expiant aux contours net 

et bien délImités, sans cel Iules émigrées dans le ml 1 leu de culture, peut 

être considéré comme sain. 

La présence de vésicules à l'Intérieur de l'embryon doit être consi­

dérée comme une Inadaptation au ml 1 ieu. L'embryon se déforme et ses organes 

rejetés vers la périphérie dans un grand désordre, deviennent dlfficl lement 

reconnaissables par suite des déformations; sauf l'ébauche cardiaque qui 

reste facl lement Identifiable grâce à ses pulsations~ La présence de ces 

vésicules n'empêche donc pas la survie de 1 'expiant, mals el le perturbe Irrémé­

diablement l'organogénèse de l'embryon. L'apparition de vésicules a 1 leu dès 

les premiers jours de la mise en culture, el les ne cessent de s'accroître •. La 

longue durée de nos culturesne leur permet pas de rester Inaperçues. 

6 - EXPÉRIMENTATIONS - RÉSULTATS 

6.1. -CULTURE SUR LA MEMBRANE CHARIO-OLLANTOIDIENNE MCA 

6.1.1. I~~~~lg~~-~e~c~!~lc~ 

Nous avons essayé, avec des embryons de 8 jours, une techni~~~ 

déjà éprouvée pour des embryons de souris de 12 jours et au delà. 

La méthode employée est cel le décrite par HARRIS (1958), à ceci 

près que, les explants étant très petits, nous les plaçons dans une chambre 

de culture composée de deux ft !tres mil 1 !pores col lés de chaque c5t~ d'un 

anneau de résine synthètlque. Cette chambre est disposée sur la MCA au niveau 

de la dlchotomisatlon de gros vaisseaux sangülns. Avant leur ut! 1 tsatlon 

en culture les fi !tres ml 11 !pores sont éboul 1 lantés durant 10 minutes, puis 

rincés à l'eau dls~l 1 lée pour enlever toute trace des agents mou! 1 lants 

utl llsés au cours de leur fabrication. 

Les explants sont constitués de la partie antérieure des embryons avec 

le coeur •. · La partie postérieure a été sectionnée avant les somltes. 



TABLEAU Il 

Survie des embryons de souris de 0 à 25 semites transplantés sur la membrane 

charlo al lantoTdlenne pendant 7 jours. 

' Nombre de Nombre Survie Dégénérescence % de survie 
semites :d'embryons 

25 18 13 5 81 

20 17 3 14 0,3 

15 7 3 4 45 

12 8 5 3 62 

10 50 14 36 28 

8 41 2 39 5 .. 
7 .. 57 16 41 28 

5 16 0 16 0 

4 45 3 42 7 

3 3 3 0 1100 

2 2 0 2 0 

- 0 0 0 

TOTAL 265 62 203 24,8 

,, 
..... '• 
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Les oeufs de poule qui ont déjà huit jours d'Incubation avant la 

transplantation, sont replacés immédiatement après dans 1 'Incubateur à 38°C 

pour une durée de 7 jours. 

6.1.2.- Résultats ---------
Le tableau 11 Indique le nombre d'explants mis en culture selcr 

leur âge, et le nombre d'explants,recouvrés après sept jours de culture, qui 

sont translucides, aux contours bien délImités, sans vésicules et dont le 

coeur bat. 

Le résultat global Indique un peu moins de 25% de survie. L'examen 

histologique confirme l'arrêt du développement des explants et aussi l'arrêt 

de l'activité mitotique des cel Iules dès les premiers jours de culture. 

L'observation des embryons qui se sont très peu ou mal développés 

nous a permis de noter : 

1 - L'établ lssement d'une vascularisation Importante entre la MCA 

et l'embryon. Cette vascularisation anarchique boulverse complètement 

l'anatomie de l'expiant. 

2 -Une calcification des explants 1/3 des embryons recouvrés sont 

minéralisés. Les dépots minéraux sont également Importants sur les fi !tres 

ml 1 !!pores. Un traitement de démlnéral lsation par 1 'acide acétique ou 1 'acide 

chlo~hydrlque aboutit à leur dissolution, aucune trame organique ne subsiste. 

3- Environ 20% des embryons présentent des vésicules. 

6.1.3. Ql~s~~~l~~ 

Malgré quelques succès la MCA ne semble pas être un mi 1 Jeu 

favorable à la culture et au développement des embryons de souris au stade 

des premiers somltes. Les résultats montrent cependant un certain gradient de 

réussite en faveur des stades plus avancés (20 semites). Ceci semble indiquer 

que les besoins nutritifs de 11 embryon'varient après 20 semites. 

Les pourcentages Indiqués n'ont qu'une valeur r~lative. Les cas 

présentés sont trop nombreux pour établIr une statistique surtout pour les 

groupes 1 - 2 - 3 - 12 - 15 .somltes. Les cultures sur la MCA semblent être 

soumises à la loi du tout ou rien, car sur un même oeuf, soit tous les 

embryons survivent, soit tous dégénèrent, ce qui expl !que les pourcentages 

élevés des groupes 3 - 12 - 25 semites. 

La présence de vésicules kystiques montre que la· pression osmotique 

de la MCA n'est pas adaptée à cel le des embryons de souris surtout aux stades 

jeunes. 



anneau de résine filtres millipore 

milieu liquide---lr---~~~~~~~~_, 
salière---+--

fig.3 

,, 
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La vascularisation ne doit pas être Interprétée comme une connexion 

entre les systèmes circulatoires de l'embryon et de la membrane mais P.lutôt 

comme la formation d'une tumeur angleuse. 

Les amas de sels minéraux observés, soit sur les explants, soit 

sur les filtres ml 11 !pores, n'ont pas de structure organisée et ne correspon­

dent pas à la formation d'os ou de cart! lage mals simplement à la précipitation 

de sels minéraux. 11 serait peut être Intéressant d'observer comment ces 

dépots s'organiseraient en présence d'une trame organique démlnéral !sée d'os, 

de cart! lage ou de dentine gréffés in situ. 

6.2. -Cultures en mi 1 leu 1 lq~lde 

Nos premières cultures en sai !ères avalent été réal !sées sur un 

mil leu seml-sol Ide type WOLF- HAFFEN. 

Comme nous 1 'avons déjà remarqué à propos des cultures sur MCA, la trè 

faible consistance des embryons de souris de 8 jours, ne leur permet pas de 

maintenir des formes normales. Sur ces ml 1 leux trop fermes 1 ls ont tendance 

à s'étaler à la surface de la gélose. Il s'en suit des déformations très 

Importantes qui entravent l'organogénèse et rendant pratiquement Impossible 

l'analyse histologique. 

Par contre sur des ml 1 leux 1 lquldes la culture des blastocystes de 

mammifères se pratique avec succès. 

Nous avons donc tenté d'ut! 1 lser ce moyen en l'adaptant à nos besoins , 
Or dès les premiers essais, 11 s'est avéré que, sans doute par manque d'oxygène 

la survie des explants ne dépasse pas 48 heures dans un ml 1 leu 1 lqulde. Nous 

avons donc essayé de maintenir les explants à la surface du mil leu nutritif, 

mals dans une quantité suffisante de 1 lqulde pour permettre leur développement, 

sans subir de déformation et facll !ter en même temps les échanges gazeux. 

CHEN, 1954 a cultivé, le premier, des organes à la surface d'un 

ml 1 leu 1 lqulde en les plaçant sur un morceau d'acétate de cellulose flottant 

à la surface d'un ml 1 leu synthétique. 

Une grl 1 le de métal Inoxydable effleurant la surface du 1 lqulde a 

été Imaginée par TROWELL 1954 et s'est substituée à la technique de CHEN. 

6.2.1.- I~~~~l9~~-~e~[~!~l[~ 

Nous avons utl 1 lsé comme élément flottant les chambres de cul-

tures décrites précédemment· El les offrent l'avantage de nous restituer 

l'expiant en entier à la fln de la période de culture. En effet les tissus 

embryonnaires ont tendance à s'enchevétrer sur le support fibreux et 11 est. 

très dlfflcl le de les séparer. La chambre de culture est disposée sur un 

support en fi 1 d'acier lnoxydable,ce qui 1~1 permet de rester à la surface , 
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tout en étant rempli de liquide par capillarité; de plus Il est largement expo­

sé à t'atmosphère gazeuse envlronnante.(flg.3) 

Composition des ml 1 leux 

1) Le 1 lqulde de RINALDI 1959 repris par LE DOUARIN 1974 constitue 

l'élément de base de notre premier ml 1 Jeu de culture. 

RINALDI présente deux formules : 

a) le ml 1 Jeu de base composé de 

30% de sérum de cheval 

70% de solution de Tyrode renfermant 0,5 % de glucose. 

b) le ml 1 Jeu de croissance composé de : 

10 % d'extraits embryonnaires de poulet 12 à 14 jours 

20 % de sérum de cheval 

70% de solution de tyrode renfermant 0,5% de glucose 

A partir de ces ml 1 Jeux et en faisant varier les composants nous 

avons obtenu les mel 1 leurs résultats avec la formule suivante : 

20 %de sérum de veau foetal 

10% de-sérum humain 

70% de solution de tyrode renfermant 0,5% de glucose 

et pH : 7,2. 

2) Un second mlf Jeu type s'est Inspiré des formules de :WHITTEN 1957, 

BRINSTER 1963, 1965 a à d; 1967. 1 ls ont été modifiés par MULNARD 1965, 1968, 

1972. Tableau IV 

Leur constituant principat est un 1 Jqulde physiologique dérivé 

du KREBS-RJNGER bicarbonaté auquel on ajoute un sérum ou du sérum-albumine de 

boeuf. Selon ta formule Indiquée dans le Tableau 111, la préparation se fait 

à partir de solutions-mères préparées d'avance et conservées au réfrlgérate~r. 

La solution défTnltlve doit être prépa;ée extemporanément. La formule complète 

comprend donc : 

- Solution physlologlqu~ 10 ml 

- Sérum albumine bovine 50 ml 

Au moment de 1 'addition de l'albumine 11 se produit une acidification 

rapide ( virage du rouge phénol) mals par la suite le pH se réajuste seul 

à 1 ' a 1 r 1 1 b re • 

Le ml 1 Jeu est stérl 1 Jsé par passage à_ travers un filtre ml 1 1 Jpore 

GSWPO 13 d~ 45 f sur un dispositif SWINNY monté sur une seringue. 

Sans changer le 1 lqulde physiologique de ce ml 1 Jeu, nous avons fait 
varier les composants organiques: 



TABLEAU IV 

Liquide de BRINSTER 1967; KRB 

ml de Solution gr/ L mM 
stockée 

Nacl 9, 15 6,975 119,72 

Kcl 0, 40 0,356 4,78 

Ca Cl2 o, 10 0,189 ~ 1, 71 

NaH2 Po4 0, 10 0,162 ,• 1, 19 
0 

MgSo4 7H 20 2,. 10 0,294 1 1 19 

Na Co H3 0, 85 21,06 25,07 

Lactate de sodium 11,4 7 1 o, 15 

Albumine de boeuf 
cristal 1 !sée 1 .000. 

Penlcl 11 !ne 100 U 1/ml 

Streptomycine 50 mg/ml 

Rouge phénol 2, 8 
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En prem1er 1 leu nous avons supprimé les antibiotiques : strptomyclne 

puis pénlcl 11 lne. En effet· le prélèvement aseptique des embryons ne pose pas 

de problèmes; le seul risque d' lnfeétton peut provenir du vagin, l 1 suffit de 

le séparer des cornes utérines. Ces dernières sont rincées plusieurs fols 

dans du 1 lqulde physiologique comprenant une forte dose d'antibiotiques 

pénltll 1 !ne 500 Ul p.ml, puis disséquées dans du 1 lqulde physiologique. 

En second 1 leu nous avons remplacé le sérum albumine de boeuf par 

l'un des produits suivants 

- Sérum humain 

- Plasma de coq 

-Extraits embryonnaires de souris de 9 à 14 jours 

- Extraits embryonnaires de poulet de 9 jours 

- Liquide amniotique de boeuf 

Liquide amniotique de souris de 12 à 14 jours 

- Sérum de cheval 

Nous ne retiendrons que les deux mi 1 leux qui nous ont donné les 

meil leurs résultats, soit : 

1) Solution KRB 20 y 

Sérum de veau foeta 1 2 y 

Sérum de souris 2 y 

2) Liquide amniotique de souris 10 y 

Sérum de veau foeta 1 2 y 

Sérum de souris 2 y 

6.2.2. B~2~!!~!2 

6.2.2.1 -Liquide de RINALDI modifié 

Le liquide de RINALDI modifié ne permet le développement 

que de 1 à 2 % d'embryons de souris de 8 jours pour une durée de 48 heures. 

Ce ml 1 leu ne représente qu'un système de survie sans développement appréciable. 

6.2.2.2- La solution KRB modifiée 

Cette solution assure le développement de 30 % des embryons 

de 8 jours • 
• La durée des cultures a été de 96 heures 

• Les explants peuvent survivre trois semaines, mals leur développement 

devient nul au delà de quatre jours de culture. 

Le muscle cardiaque se contracte sur un rythme Jrrégul fer. Les contrac 

tiens peuvent se maintenir plusieurs semaines. 

L'examen histologique montre une organisation .presque normùle, mals 

les tissus sont peu denses et les mitoses rares • 

• Le coeur est formé d'un .am~s de cel Iules et on ne voit pas de cavité 

centrale ni d'ébauche tubulaire. 
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• JI n'y a pas de circulation sanguine · 

Les cel Iules nerveuses de 1 'encéphale sont moins denses que cel les 

d'un embryon normal • 

• Les ébauches d'organe cel 1, orel 1 le, restent nettement différenciées 

6.2.3. Discussion ----------
11 faut noter tout d'abord que le 1 iqulde amniotique de 

so~rls peut remplacer le 1 lqulde physiologique sans modifier les résultats, 

11 n'apporte pas non plus d'avantages appréciables. 

Nous pourrons ensuite faire quelques remarques sur les ~ammlfères 

de la phase protéique. 

Le plasma de coq alnsJ. que les extraits embryonnaires de poulet ou 

de souris semblent toxiques pour les cultures d'embryons de souris. A la 

différence des plasmas, les sérums sont mieux tolérés,en particul !er celui de 

veau foetal et surtout le sérum de souris. Cette observation a permis la mise 

au point d'autres ml 1 leux que nous étudierons plus loin. 

La présence simultanée de deux sérums : veau et souris représente u~ 

. facteur éminemment favorable. 

L'augmentation de la concentration de l'un des sérums du mi 1 ieu ne 

constitue pas un facteur favorisant le développement. 

Nous avons retenu, pour nos expériences ultérieures, deux faits 

qui nous.ont paru remarquables : un pH stabil lsé entre 7,5 et 8,3 d'une part, 

et d'autre part une pression osmotique croissante jusqu'à 0,350 Mo étalent 

associés aux mei 1 leurs résultats. 
Ces résultats sont comparables à ceux d'autres auteurs ayant utLI lsé 

des ml 1 leux Identiques. 
Toutes les variations qualitatives et quantitatives que nous avons 

pu faire subir à ces mi 1 leux n'ont guère apporté d'amél loration. 11 a donc 

fallu penser à choisir : d'abord ~n autre 1 lqulde physiologique mieux adapté 

et sans doute plus élaboré, et ensuite une nouvel le source d'éléments 

nutritifs, tout en conservant un pH déjà satisfaisant et. sans craindre 

d'augmenter considérablement la pression osmotique. 

Tous ces essais en ml 1 leu 1 lqulde ont porté sur la mise en culture 

de près d'un ml 1 1 !er d'embryons. Les résultats modestes nous ont permis 

cependant d'en tirer les conclusions suivantes 

1 ~Un ml 1 leu 1 lqulde s'avère nécessalrè au maintien de la morpholo­

gie et au développement. 

2- La présence d'oxygène est Indispensable aux cultures. 



TABLEAU V 

TC minimal medium Eagle Splnner Modlfied 

composants par 1 ltre 

L-Arglnlne 105 mg 

L-Cystl ne 24 mg 

L-Histldine 31 mg 

L-lsoleuclne 52 mg 

L-Leuclne 52 mg 

L-Lyslne :58 mg 

L-Methlonlne 15 mg 

L-Phenylalanlne 32 mg 

L-Threonlne 48 mg 

L-Tryptophane 10 mg 

L-Tyroslne 36 mg 

L-Va Il ne 46 mg 

Choll ne 1 mg 

Folle Acld mg 

lnosltol 2 mg 

.. 

Nlcotinamid~ mg 

Pantochenate mg 

Pyrldoxal mg 

Rlboflavln 0, 1 mg 

Thiamine 1 mg 

Bacto-Dextrose 1 ,0 g 

SodiuM Chlorlde 6,8 g 

Potassium Chlorlde 0,4 g 

Magnésium Chlorl~e 0,2 g 

Sodium Phosphate 

Monobaslc 1 '5 g 

Sodium Bicarbonate 2,0 g 

Triple dlstl 1 led 

Water 1000 ml 
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3 - Les embryons ont besoin d'une double source de protéines; les 

plus appropriées sont le sérum de veau foetalet le sérum de souris.: 

4 - Les autres sources de protél~es (plasma, extraits embryonnaires) 

sont toxiques. 

5- L'Inaptitude des 1 lquldes physiologiques ou du 1 lquide amniotique 

à assurer le développement des embryons jeunes. 

6- Un pH compris entre 7,5 et 8,3. 

7 - Une pression osmotique qui peut être supérieure à 0,350 Mo 

_6.3. - Les ml 1 leux blphaslgues 

La difficulté que représente la construction des structures flottant 

à la surface des mil leux 1 iquldes et les conclusions que nous avons tiré de 

nos expériences précédentes nous ont fait envisager de cultiver les embryons 

dans un mil leu 1 lqulde réparti à la surface d'un ml 1 ieu seml-sol Ide à base 

de gélose ( WOLFF et WOLFF 1952). 

Il s'avère que la gélose à 1 % (7 parties pour une partie de GEY BSS) 

entralne une migration des cel Iules des explants à la surface du ml 1 leu. Ceci 

Indique la nécessité d'enrichir le ml 1 ieu, par apport d'éléments nutritifs et 

élévation de la Po. On atteint la 1 Imite supérieure d'enrichissement lorsque 

les explants sont envahis ou déformés par des vésicules. Entre ces deux 1 Imites; 

nous verrons que la marge de manoeuvre est relativement Importante, et que·ces 1 

frontlèress'élarglssent encore si on conserve un pH stable. 

6.3.1. I~sb~l9~~-9~~rê!9lr~ 

ANIMAUX : Les embryons de souris obtenus selon la méthode 

décrite précédemment sont prélevés au Sème jour de la gestation. 

Pendant les manipulations Ils sont maintenus dans la solution de Hanks. 

Dans la plupart des cas,seule la partie antérieure est prélevée, y compris 

l'aire cardiaque et sans les somltes. ' 

Les explants sont disposés dans des.sal !ères à la surface de la 

gélose et presque Immergés dans le 1 lqulde nutritif. Les sai !ères sont placées 

dans un Incubateur à 38°C. La température d'Incubation peut varier sans 

dommage pour les embryons entre 35 et 41 °C. 

MILIEU 

On dispose dans chaque sai Ière 

TC MEDIUM 199 1 10 y 

-'TC Minimal medium EAGLE 

SPINNER modifled 

- Sérum de veau foeta 1 1 

Serum de souris 

- eau bldlsti 1 lée 

5 y 

1 y 

y 

y 

1-DIFCO LABORATORIES Detroit Michigan USA 



TABLE VI 

MORGAN, MORTON AND PARKER'S 
MEDIUM No. 199* (1950) 

- Milli.r:rams 
per 1000 ml. 

L-Arginine 70·0 Ribofiavin 
L-Histidine 20·0 Pyridoxine 
L-Lysine 70·0 Pyridoxal 
L-Tyrosine 40·0 Niacin 
DL-Tryptophan 20·0 Niacinamide 
DL-Phenylalanine 50·0 Pantothcnate 
L-Cystine 20·0 Biotin 
DL-Methionine 30·0 Folie acid 
DL-Serine 50·0 Choline -
DL·Thrconine 60·0 1nosito1 
DL-leucine 120·0 p-r\minobenzoic acid 
OL·1so!cucine 40·0' Vitamin A 
DL-Valine 50·0 Calcifc:rol (Vit. D). 
DL-Glutamic acid 150·0 Mcnadionc (Vit. K) 
DL-Aspartic acid 60·0 .. -Tocopherol phosphate 
DL-Alanine 50·0 (Vit. E) 
L-Proline 40·0 Ascorbic acid 
L-Hydroxyproline 10·0 Glutathione 
Glycine 50·0 Cho!cst.:rol 
Cysteine 0·1 Tw.:en 80 (oleic acid) 
Adenine 10·0 Sodium acetate 
Guanine 0·3 L-Giutamine 
Xanthine 0·1 Ad.:no~inc triphosphate 
Hypoxanthine 0·3 Ad.:nylic acid 
Thymine 0·3 Fcrric nitrate 
Uracil 0·3 Ribose 
Thiamin 0·010 Dcoxyribose 

• This medium also con tains a balanced salt solution • . 

Mi/ligrnms 
per 1000 ml. 

0·010 
0·025 
0·025 
0·025 
0·025 
0·01 
0·01 
0·01' 
0.50 
0·05 
0·05 
0·10 
0·10 
0.01 

0·01 
0·05 
0·05 

. 0·2 
20·0 
50·0 

100·0 
10·0 
0·2 
0·1 
0·5 
O·S 

,, 
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- HCL 0,5 M eau bldistll lée y 

- Pénlcl 11 !ne 10 Ul 2 1 y 

- Gélose 4 y 

1) Le ml 1 leu 199 pour culture de tissu, mis au point par MORGAN, 

MORTON et PARKER (1950) est composé d'une solution sai tne balancée : solution 

de EARLE, d'acides aminés et d 1ol ige-éléments (Tableau VI). Ce ml 1 leu est 

acheté dans le commerce prêt à l'emploi. Les éléments Instables, tels que 

glutamlne et bicarbonate sont Introduits immédiatement avant la stérl 1 lsatlon 

acquise par ft ltratlon et adjonction d'antibiotiques. 

Po = 290 

pH= 7,55 

· 2) Le ml 1 Jeu minimum modifié de EAGLE et SPINNER pour culture 

de tissus est une adaptation de la formule de EAGLE 1950 (minimum essentlal 

Medium <MEM)). SI ce mi 1 leu est dépourvu de glutamlne 11 apporte un complément 

au complexe vitaminique 8 du TC199 ainsi que du dextrose. 

Po = 285 

pH= 7,25 

3) Le sérum de veau foetal lyophilisé est reconstitué dans du sérum 

physiologique (Reconstltutl~g Fluld 1
> po 410 

pH 8,15 

4) Le sérum de souris- Après anesthésie à l'éther, la prise de sang 

est effectuée sur vingt souris adultes, mâles.et femelles, agées de quatre à 

cinq mots, par section de 1 'artère carotide. Le sang recuel 111 est placé à 

+ 4°C pendant 24 heures, puis centrifugé 15 minutes à 2.200 Tr.mln. Le 

sérum recuel t·t 1 en surface est stocké à - 20°C. Après quelques temps de 

conservation, un dépôt peut se former au fond du tube à essai, 11 est él lmtné 

par une nouvelle centrlfugatlon. Le sérum de souris peut être conservé mals à 
_ 20 oc Po 580 

• pH 7,25 

5) L'eau bldlstl 1 lée es~ obtenue à partir d'ea~ déslonisée distl 1 lée 

deux fols dans un alambic de verre (PYREX). L'alambic est soigneusement rincé 

avant 1 'utl llsatlon pour él ~miner l'eau résiduel le qui risque de renfermer des 

tons Pb ou des endotoxines de bactéries ! L'eau bidisti 1 lée se conserve 

dans des flacons de polyéthylène pour éviter une redlssolutlon des sels 

métal 1 lques en provenance du verre (HEALY 1954-1955). 

6) Solution d'acide chlorhydrique dans '.'eau bidlsti 1 lée 0,5 M, permet 

~'élever à~ la valeur du pH du mi 1 leu de culture. Cette valeur est mesurée 

avant t'adjonction de la gélose; en définitive Il se trouve ajusté à 7,2; 7,3. 

2- Laboratoire SPECIA 21 rue Jean Goujon 75360 PARIS 
1- Reconstttutlng fluld DIFCO Laboratortes Detroit Michigan USA 
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TABLEAU V 1 1 

Influence de différentes variations des composants du ml 1 leu type, sur 

le développement des embryons de souris (phase 1 lqulde). 

. . -· 

4 . . 

.. . 

1 - Sérum de cheval 

2 - Sérum de veau foetal 

3 - Sérum humain 

4 - Sérum de souris 

. 
Nombre d'embryons . Sérums mis en culture 

12 

2 ·7 

3 7 

4 15 

41 

+ 2 9 

+ 3 8 

2 + 3 11 

1 + 2 + 3 9 

37 

+ 4 10 

2 + 4 9 

3 + 4 17 
. 

36 . . 
en solution dans 

TC 199 7 

Eagle et Spinner 9 

Earle 12 

Tyrode 11 

39 

+ Glucose 7 

2 + Glucose 7 .. 
3 + Glucose 13 . 
4 + Glucose· 12 

39 

~--- --· ·-- _, __ 
- -- L -

Développement Survie Nécrose 

0 6 6 

0 3 4 

5 1 

13 2 0 

.. 
0 . . 

4 5 

0 3 5 

0 7 4 

2· 7 0 

2 5 3 

1 6 2 

2 2 3 

2 4 

2 5 2 

3 4 5 . . . 
0 1 10 

0 6 . 
0 . . 7 0 

0 11 2 

7 5 0 

. . . 

,, 
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Les mesures de concentration en lons H est effectuée pU pH mètre ---·------ ·--------- --
pour les composants du ml 1 ieu. Les mesures pour le ml 1 leu gélosé sont établies 

par comparaison avec des échantl 1 lo~s phénolés scél lés et conservés à - 20°. 

7) La pénlci 11 ine n'a été ut! tisée que pour un petit nombre de manipu-

lations Spécl tine G1 flacons de 100.000 Ul reconstitués 

dans la solution de EARLE 4 ml. 1 ml est prélevé et dissous à nouveau dans 

5,5 ml de la solution d 1 EARLE. 
8) Tous ces 1 lquldes sont mélangés selon les proportions Indiquées, 

et on ajoute quatre gouttes de gélose dissoute. par ébul 1 itlon dans du 

liquide de Gey. 

Ce ml 1 leu type a également servi de base pour d'autres expérlmentatior.~ 
où 1 'on a remplacé certains composants e.g. sérum de boeuf, sérum de cheval 

ou sérum humain. Nous avons aussi fait varier dans certaines expériences les 

paramètres physiques tels que pH et Po. 

6.3.2. -Résultats ---------
6.3.2.1. Etude de l'action de différents sérums sur le 

développement des embryons de souris <phase 1 Jq~ic~ 

192 em~ryons ont été cultivés sept jours par groupe d'envi­

ron 40 sujets sur le ml 1 Jeu de base auquel ont été apporté· les modifications 

Indiquées au tablea~! 1Et les consistent à utl 1 lser des sérums différents seuls 

ou mélangés à d'autres sérums, soit dl tués, soit enrichis de glucose. 

Le développement des embryons est nul si on emploie des sérums 

provenant d'autres espèces. 
SI o·n utll Ise deux ou plusieurs sérums dans un même mil leu de culture 

le développement des embryons est nul. 
En ajoutant aux sérums d'autres espèces 50% de sérum de souris, un 

petit nombre d'embryons se développent: 
Le sérum de souris ut! 1 Jsé en dl lutlon dans des solutions balancées· 

ou dans des ml 1 leux synthétiques est également Impropre à la culture. 

L'addition de glucose aux différents sérums permet la survie à un 

plus grand nombre d'explants, mals n'assure pas leur développement. Dans ce 

cas, bien que les coeurs se contractent, l'embryon perd de sa translucidité et 

sa morphologie. Les organes ne sont plus Identifiables à l'examen externe. 

Pourtant la survie peut atteindre trois semaines. Le développement n'est 

assuré que~~ le glucose est ajouté au sérum de souris. 

6.3.2.2. Développement des embryons de souris en fonction 

de la composition de la phase semi-sol Ide du 

ml 1 ieu de culture. 

7 séries d'environ 12 embryons ont été cultivées dans du 

sérum de souris mals en faisant varier la composition de la phase seml-sol ide 
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TABLEAU V Il 1 

Développement des embryons en fonction de la composition de la phase 

seml-solide. 

(âge moyen des embryons 7 somltes). 

Elément retiré du : Pression pH Nombre 

mil leu type :osmotique :d'embryons 

1- sans TC199 230 7,7 11 

2- sans Eagle et Spinner 245 7,2 13 . 
3- sans eau b i t i s t i 1 1 ée 295 8, 1 10 

4- sans HCL 265 7,3 11 

5- sans sérum de veau 
foetal 265 7,5 13 . 

6- sans sérum de Souris" 255 8 15 

7- sans 1 et 2 285 8,3 1q . . . 
89 

Figure 9 - Oéyeloppement en fonction de la po, 

PO en mil/iosmoles 
NB: PH:B 

:Dévelop: 5 i . . 
urv e "Nécrose" 

:pement 
. . 

3 8 0 

5 8 0 

3 7 0 

1 7 3 

6 7 0 

2 9 4 

8 7 1 

28 53 8 

,, 
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par suppression de l'un des composants. 

La nécrose atteint plus facl lement les explants dont le ml 1 ieu ne 

( contient plus de sérum de souris, ou' dont le pH est fortement abaissé par 

' supresslon de la solution d'HCL.(volr ~ableau VI Il ) 
\ 

6.3.2.3. Développement des embryons en fonction de la 

pression osmotique. 

WAYMOUTH (cité par WHITTEN 1970), a montré que les cel Iules 

en culture peuvent supporter des variations Importantes de pression osmotique 

si le rapport calcium-potassium reste constant. Nous avons donc augmenté ou 

diminué la concentration de ces sels en conservant le même rapport. Le pH est 

maintenu très proche de 8 (flg.9), 

Trois mesures sont faites 

0 - 7 - 14 - 20 - 25 somltes. 

Po = 400 - 600 - 700 avec 21 embryons de 

Les embryons jeunes 0 somlte sont plus sensibles aux variations 
de Po que leurs alnés. 

Le mel 1 leur développement a été obtenu, pour tous les stades, avec 
une Po = 580. 

6.3.2.4. Développement des embryonsen fonction de la 

concentration en lons Hydrogène. 

Quatre séries de 27 embryons âgés de 6 semites et quatre 

séries d'embryons âgés de 13 somltes o~t été mis en culture dans des mi 1 leux 

dont le pH était réglé à 7, 7,25, 8 et 8,5 (valeur mesurée avant la mise en 

cu 1 ture). 

Le mel 1 leur développement s'obtient pour un pH : 8. quelque soit 

l'âge des embryons. Les tissus explantés sont plus sensibles aux variations 

de pH qu'aux variations de Po(flg.10). 



Figure 10 Développement des embryons en fonction de la 

concentration en ions hydrogène. 

%100 
90 
80 
70 
60 
50 
40 
30 
20 

•• • ••• • • •• 
/." .. 135 . 

•6Somites 

10 ···············~·-· L·~·~~==~·~~~~~--------~-----
~5 7 7,25 

NB: PO: 580 MO 

8 8,5 PH 

Figure 11 Développement des embryons en fonction de l'âge 

%de 100 
développ.t 

60 

50 

10 

0 

1 
PH:B 

2 
PO: 580 

Nbre de 
somites 

• • 25 
• • 20 
• 

• 14 

• • 7 

• 5 

• 

.o 

,, 

3 4 5 6 
;, Nhre de jours 

7 \J de culture. 
50embryons par tranche d'âge 
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6.3.2.5. Développement des embryons en fonction de 1 'âge 

En culture sur le ml 1 leu type, le pourcentage de développe­

ment croTt avec l'âge des embryons. 'ce mi lieu est plus favorable è la croissanci 

des embryons les plus âgés. Les mel 1 leurs résultats sont obtenus avec des 

embryons entre 14 et 25 somites(fl~.11). 

Pour les stades antérieurs è 0 somite : ovocyllndre, le taux de 

développement est assez faible, les embryons présentent presque tous des 

vésicules, ce qui modifie considérablement leur organisation, pourtant 

certains organes se développent presque normalement; par exemple le cerveau, 

l'Intestin antérieur, et surtout l'ébauche cardiaque qui devient contractl le 

après quatre jours de culture. 

6.3.2.6. Observations histologiques 

L'examen histologique permet, par comparaison avec des 

embryons témoin de même âge, d'évaluer de façon précise le développement 

atteint par les explants à la fln de la période de culture. 

On observe tout d'abord de grandes variations dans les formes générale, 

de l'expiant :ou bien la partie céphal Igue s'al long~ ou bien el le devient 

sphérique. Ces déformations dues au manque de rigidité des tissus embryonnaires 

ne nuisent pas au développement des organes qui peuvent être facl lement Identi­

fiés malgré leurs déplacements. 

Dans leur grande majorité, les coupes ont été effectuées selon un 

plan sagittal, puisque les explants ont subi pendant la culture un aplatisse­

ment selon le même plan. Ceci permet d'observer plusieurs organes sur une 

même coupe. 

1) Ebauche cardiaque 

Nous avons déjè signalé l'Inaptitude de notre ml 1 leu au développement 

normal de l'ébauche cardiaque qui se présente en fln de culture sous la 

forme d'un amas sphérique de cel Iules contractl les. Ces cel Iules sont très 

peu différenciées. Le tube cardiaque est Inexistant ainsi que le bulbe 

aortique et le péricarde. On peut noter la présence de quelques cel Iules 

sanguines. Il n'y a pas d'indice de circulation. voir Planches Il et IV. 

Ces résultats restent Identiques quelque solt l'âge des embryons 

mis en culture : présomltlques, premiers semites, 14 ou 20 somltes. 

2) Encéphale 

A l'Inverse de 1 'ébauche cardiaque, le tissu nerveux se développe 

d'une façon· presque normale en culture, quelque soit l'âge des explants. 

Diall leurs les crêtes neurales Isolées à l'âge de 7 à 8 semites peuvent être 

cultivés àvec succès durant sept jours. 
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Le télencéphale, le diencéphale, le mésencéphale ainsi que les 

rh6mbomères A et B sont facl lement reconnaissables. L'ensemble du système 

nerveux conserve sa morphologie. On peut observer la formation et le début 

de la fermeture de la poche de RATHKE. 

L'aspect des cel Iules nerveuses est semblable à celui des cel Iules 

normales d'embryons témoins,volr Planche Ill. 

Des cel Iules plcnotlques peuvent être observées au sommet du diencé­

phale leur dégénérescence se poursuit et correspond à l'évolution normale de 

l'embryon de 11 à 12 jours •. 

3) Vésicule optlgue 

La vésicule optique est nettement reconnaissable sur tous les embryons 

cultivés. 

A partir de stadesjeunes 0 somite ou quelques somltes, on peut 

obtenir en culture un développement de la vésicule optique correspondant au 

stade 30 somltes. Cette étape est reconnaissable au début de l'Invagination 

de l'ectoderme qui présidera à la formation du cristal 1 ln. 

A partir d'embryons âgés de 7 somltes, nous.avons obtenu la première 

· ébauche du cristal 1 ln : la vésicule cristal 1 lnienne. (voir planches VI 1 et VI 11) 

A partir de 14 somltes, un embryon cultivé 7 jours peut montrer la 

formation du cristal 1 ln et la fermeture de la vésicule optique qui survient., 

chez ·l'embryon normal, au stade 40 soml+es. 
Après 7 jours de culture, les cel Iules formant 1~ feu! 1 let Interne 

et le feu! 1 let externe de la rétine, sont visibles et ne montrent aucün signe 

de dégénérescence ou de picnose. Seul le nombre des cel Iules mitotiques est 

Inférieur à la normale. 
-~- ---- --··- ---

4) Vésicule otique 

La vésicule otique est ouverte, à l'âge où les embryons sont mis en 

culture. Nous la retrouvons fermée apr~~ 7 jours de culture (date normal~ de 

fermeture 24 somltes). De plus, le canal endolymphatlque est nettement 

visible ce qui correspond à un stade normal de développement de 36 semites. 

Les embryons atteignent enfin le stade 45 somltes reconnaissable à ce que 

la vésicule otique développe 1 'utricule et la saccule :ébauches premières 

des canaux sem! circulaire et de la cochlée. <voir planche 11). 

A 11 Instar des cel Iules du tissu nerveux et des tissus de la vésicule 

optique, les cel Iules de 1 'éplthél lum de la vésicule otique sont disposées en 

couches rég'ul !ères, elles semblent bien adaptées au milleu de culture, aucun 

signe de dégénérescence n'est observable. 
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5} Le tractus digestif 

Seule la partie antérieure du tractus digestif comprenant le stomo­

deum et l'Intestin antérieur peut être observée sur les explants. La membrane 

bucco-pharynglenne s'ouvre à 16 semites, des vestiges de cette membrane 

peuvent persister jusqu'à 25 semites. 

Vers le Sème jour (14 semites) les cel Iules de 1 'éplblaste stomodoea! 

situé juste en avant de la membrane pharyngienne deviennent cyl indrlques. 

Cette ébauche se trouve à une faible distance de la paroi diencéphale. L'ébau­

che stomodéale s'Invagine dans cette direction et forme la poche de RATHKE 10 

jours 26 semites. La poche de RATHKE reste ouverte sur le stomodoeum jusqu'au 

11ème jour~ Le diverticule se referme vers le 13ème jour. (volr.planche V>. 

Tous ces évènements morphologiques peuvent être observés sur les 
, 

embryons en culture. 

\L'Intestin antérieur pendant cette période ne subit qu'une évolution 

de ~orme,dlrlgée par une série d'épalssissemen~mésoblastiques séparés par des 

s 1 1 1 ons : 1 es poches endob 1 ast 1 ques qu 1 . seront effacées par 1 a su 1 te. 

Nous remarquerons 1 'épJthéllum unicellulaire qui le tapisse. 

6} Culture d'ébauches mandibulaires isolées (premier arc branchial) 

A0 Des cultures de placodes buccales d'un âge Inférieur à 

10 semites ne produisent après 7 jours de culture qu'une masse Informe de 

cellules mésodermlques entourées d'éplb.laste sans signe de différenciation. 

b) des cultures de bourgeons mandibulaires (premier arc 

branchial) au stade 12 semites ne se dl~férencient pas en cu1ture. 

c} Des cultures d'ébauches mandibulaires (premier arc branchie' 

à partir du stade 13 semites différencient normalement une lame dentalreiet 

des bourgeons dentaires au stade en cloche: (voir planches IX et X). 

Discussion 

1} Prélèvement des embryons 

Dès nos premiers essais de mise en culture nous avons constaté que 

certains facteurs, dépendants de 1 'embryon lui-même, se sont montrés soit 

favorables, soit défavorables à la survie et au développement. 

1>f~s!~~r~-~~iê~2rêQl~~ 

Un embryon entouré de ses annexes ne se développe pas dans 

·nos milieux de culture. 

La,présence du placenta n'est pas propice au développement, même 

sous forme d'extraits ajoutés au ml 1 leu de culture. 
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La membrane de REITCHERT, mise en culture, a tendance à prol lférer et 

à évoluer pour son propre éompte, cela nous a semblé être un obstacle aux 

échanges entre l'embryon et le mll leu ~e culture. Si on l'ut! 1 ise comme support 

des explants, ses cel Iules émigrent et envahissent le ml 1 leu de culture. 

En revanche, la membrane amniotique peut être conservée autour 

des embryons, cela n'apporte aucune entrave au développement, et permet, 

éventuellement, de maintenir ensemble,différentes parties d'explants. 

2)Facteurs favorables 

La partie antérieure d'un embryon, coupé en deux transversa­

lement, se développe plus facl lement en culture que la partie postérieure qui 

dégénère. (volr planche IV)· 

Cette particularité, déjà relevée par différents auteurs sur d'autres 

mammifères, est confirmée par GUNBERG 1976, qui remarque que le glucose et le 

mannose sont favorables au développement de la partie antérieure des embryons 

de rat, tandis que sur le même ml 1 leu la partie caudale dégénère. PIENKOWSKI 

1974, souligne que les blastocystes de souris se développent mieux sl on 

enlève la zone pel lucide. 

Par al 1 leurs la présence du coeur de l'expiant, mls en culture, 

semble être un facteur éminemment favorable. 11 est possible que les pulsations 

entralnent un brassage continuel du llqwlde nutritif facl litant les échanges 

avec 1 e rn 1 1 1 eu. 

De plus, l'ébauche cardiaque représente une masse cellulaire Importan­

te; ceci est un facteur positif, sl on considère que des parties trop petites 

d'embryons mises en culture dégénèrent ou bien évoluent vers la culture 

cel lulalre. Ainsi, par exemple, un arc branchJâl très jeune ne peut se dévelop­

per seul en culture, l 1 survit mais ne se différencie pas. Le même arc branchjç· 

cultivé avec les tissus environnants peut se différencier facl lement (voir plus 

loin>. 

'' 
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DISCUSSION - CONCLUSION 

La culture organotypique d'organes embryonnaires en cours de différencia­

tion ne semble plus poser de problèmes. 

Par contre, la culture organismotypique d'embryons de Mammifères explan­

tés aux jeunes stades n'a pas encore trouvé de solution. 

Il apparaît que des données d'ordre biochimique ou ionique nous manquent 

pour pouvoir cultiver de jeunes embryons en dehors de l'organisme maternel. 

Les expérimentations restent encore empiriques. 

L'utilisation du milieu TC 199 ainsi que de la solution de EARLE semble 

contre~indiquée dans notre type d'expérimentation, puisque ces produits s'équili­

brent normalement sous une atmosphère à haute pression de C02· Le milieu de 

WAY~UTH 1956-1959 et la- solution de HANKS dont le pH s'équilibre à l'air semble­

raient mieux s'adapter. Différents essais sont en cours d'expérimentation. 

Le renouvellement de milieu préconisé dans la technique traditionnelle 

des cultures ne semble pas favoriser le développement des embryons. HSU (1973), 

pense que le changement fréquent de milieu constitue un élément favorable à la 

différenciation normale de l'embryon pour d~ux raisons : 

1 - élimination de l'action toxique directe des catabolites sur l'embryon, 

2 - l'instabilité de certains facteurs essentiels à la différenciation 

qui exige un apport continuel d'éléments frais. 

Eu égard aux résultats.de nos expériences, ces changements ne semblent 

pas favoriser le développement des explants. Nous avons pu vérifier que chaque 

modification importante du milieu exige de 1~ part de l'embryon une nouvelle phase 

d'adaptation qui se traduit par un retard de développement. 

D'après NE~ et BRENT (1972), les anticorps et pe~t-~tre les catabolites, --··· 
seraient absorbés uniquement par l'endoderme des embryons en culture J seul ce 

tissu serait sensible à ces produits, et il aurait de plus la possibilité de les 

transformer par digestion. Les protéines résultantes seraient transportées vers 

l'embryon avec d'autres éléments nutritifs. 

HISTOLOGIE 

L'étud~ histologique topographique de nos cultures met bien en évidence 

la spécificité des milieu de culture et leur adaptation au développement des dif­

férents tissus. 

Il ex~ste en effet une sensibilité différentielle des organes vis-à-vis 

des facteurs exogènes. Les processus morphogénétiques (formation des plis céphali­

ques) requièrent moins d'aliments énergétiques que les processus de différencia-· 

tian (histogenèse des vésicules optiques, des otocystes). 
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Des recherches sont entreprises pour déterminer les besoins nutritifs 

de l'ébauche cardiaque ce qui permettrait un développement harmonieux de cet or­

gane. 
'\ HSU dès 1971 signale que des blastocystes mis en culture pendant 10 ou 

14 jours forment des ilots sanguins et battements du coeur deviennent perceptibles. 

Ceci est confirmé par nos observations sur des cultures d'embryons d'âge présomi-

\ tique. ~IENKOWSKI (1974) décrit également la mise en route des battements cardia­

ques ainsi que la formation du tube neural à partir d'explants de même âge. Nous 

pouvons y ajouter la formation des vésicules optiques et otiques ainsi que celle 

du stomodeum. Il faut cependant noter que l'ébauche cardiaque obtenue en culture 

est très loin d'être fonctionnelle et que sa situation à la limite extra-embryon­

naire la~sse penser que nous sommes en présence d'un accroissement numérique des 

cellule précardiaques. 

En ce ~ui concerne les autres organes : vésicules cérébrales, vésicule 

optique, vésicule otique, on peut· considérer que sept jours de culture sur le 

milieu étudié conduisent à un développement de trois à cinq jours. 

Le développement normal, en culture, des vésicules sensorielles optiques . 

et otiques doit permettre des recherches ultérieures sur les interactions tissulai­

res qui déclenchent ou contrôlent l'histogenèse. Des travaux en cours nous permet­

tent la culture de ces ébauches isolées aux stades postérieurs à 15 semites. 

Les ébauches mandibulaires ne sont aptes à produire des tissus différen­

ciés que si la cul ture est pratiquée avec des embryons ds plus de _1 ~ semites. Il 

semble qu'un facteur d'induction agisse au stade antérieu~ à 13 semites, c'est-

à- dire au Bème jour, et déclenche la différenciation de la lame dentaire et des 

,. germes dentaires. (La formation d'une paire de s.omi te exige 1 à 2 heures THEILER, 

1972). 

CONCLUSION 

Les expériences présentées dans ce travail nous ont démontré que : 

1. Les embryons de souris des stades 0 à 20 semites se développent in vit~ dans 

un milieu nutritif liquide spécifique (sérum de souris). 

2. La pression osmotique du milieu doit se situer aux environs de 580 MO. 

'\ }\\
1
'..-'\C 3. La pression en ions hydrogène de 7, 25 est la plus favorable. 

, 4. La présence de CD2 n'est pas indispensable aux explants. 

S. Le milieu utilisé permet le développement et l'histogenèse des vésicules céré­

brales, des vésicules optiques, des vésicules otiques, et des germes dentaires. 

6. A la période antérieure à 13 semites s.emble se déclencher le mécanisme 

inducteur aboutissant à la formation des germes dentaires. 



PLANCHE 

Embryons cultuvés.durant 7 Jours. 

1 ~Embryons mis en culture au stade 7 semites (Mi 1 leu blphaslque). 

Dans la même sai Ière deux embryons se sont développés normale­

ment, le troisième est envahi par des vésicules • G X2 

2 .- G X3 

3- Embryon mis en culture au stade 9 semites (Mi 1 leu blphaslque). 

L'opacification est légère. 

4- Embryon mis en culture au stade 9 somltes (Mi 1 leu 1 lqulde). 

La morphologie n'est pas conservée, l'embryon prend une 

forme sphér 1 que,. 

5- Embryon mis en culture au stade 12 somltes (Mil leu 1 lqulde).G X3 

La morphologie est respectée, l'expiant est devenu opaque. 

6 - Embryon mis en culture au stade 7 somlte (Mi 1 leu biphasique) G X2 

La translucidité est bonne, la membrane amniotique (Ma) s'est 

reformée , 1 e pér 1 carde ( Pe) a pro Il féré. 

7 - Embryon mis en culture au stade 5 semites (Mi 1 leu blphaslque) G X2 

Le développement est très·· important, la translucidité bonne. 

L'embryon a conservé sa flexion dorsale. 

8 - Embryon mis en cu 1 tu.re au stade 11 somltes <Mil Jeu blphaslque) G 

9 - Embryon mis en culture au stade 15 semites (Milleu blphaslque). 

L'organogénèse semble très bonne, on aperçoit, pâr translucidité 

le futur canal rachidien. 

1 AB - premier arc branchial 

Co - coeur 

Ma Membrane amniotique 

Mes - mésencéphale 

Pc - péricarde 
St - Stomodeum 

Vop -Vésicule optique 

Vot vésicule otique 

X2 





PLANCHE Il 

Embryons cultivés durant 7 jours en ml lieu blphaslque. 

1,2,3,4- Embryon mis en culture au stade 12 somltes : 

L'organogenèse est avancée; la vésicule otique montre le 

développement du canal endolymphatlque, ce qui correspond 

à un développement normal de 40 somltes pour cet organe. 

L'ébauche cardiaque, quoique contractl le, est Inorganisée. 

Le tissu nerveux, lut, semble bien organisé. 

Le premier arc branchial a subi un retard d'évolution. 

5,6,7,8- Embryon mis en culture au stade 4 somltes: 

La vésicule optique a suivi un développement presque nor~al, 

nous n'auvons pas noté la formation du cristal 1 ln. 

La véslcule otique montre le prolongement du canal endolym­

phatlque et le début de la saccule (ébauche de la cochlée) 
. . 

Le stomodeum est bien dessiné. 

On note la présence d'une vésicule dans l'ébauche cardiaque. 

Voir planche 11 1-2. 
0 9,10- Embryon mis en culture au stade 7 somltes. 

Le dév~loppement des organes est presque normal, on remarque 

surtout l'apparition du bourgeon olfactif qui survient normale­

ment vers 40 somltes. 

11,13- Embryon mis en culture au stade 6 somltes. L'organogenèse est 

moins avancoée, mals 1 'aspect des cellules est exellent. 

Voir planche Ill - 3). 

12- Embryon mis en culture au stade 13 somltes. Le tissu nerveux a 

poursuivi une hlstogénèse presque~normale1 (voir planche 1 1 1-4). 

14 - Détail de la figure 12 - épithélium stomodeal ~ 

Ce - canal endolymphatlque 

E - encéphale 

Ec - ébauche cardiaque 

ep.Sto - éplthél lum stomodeal 

ra - lntes.~ln antérieur 

7 rr 
') ./' 1 i 0 

1' ' ' ( 1 
0 ') l' 

Sto - stomodeum 

te - télencéphale 

Vop -Vésicule optique 

Vot - Vésicule otique 

,, 





PLANCHE 1 1 1 

1 - Embryon témoin de 25 somltes. la séparation entre le premier 

arc branchial et 1 'aire cardiaque est nette. Le péricarde 

est considérablement développé ainsi que les aortes. La 

vésicule otique n'est pas encore fermée. 

2 - Détal 1 de la figure 8 planche 1 1 • 

3.- Oétai 1 de la figure 11 planche 11. 

4- Détal 1 de la figure 12 planche 11. Noter l'aspect du tissu 

nerveux. 

Ah -Aire hépatlqu~ 

Cel- Canal endolymphatlque 

Ec - E?auche cardiaque 

Eh - Ebauche hépatique 

A - Intestin antérieur 

MES - Mésencéphale 

Pc - péricarde 

Rh - Rhombencéphale 

Sto - Stomodeum 

TE - Télencéphale 

TH - Placode thyroTdlenne 

TN - Tissu nerveux 

Vop - Vésicule ?Ptlque 

Vot- Vésicule otique 



1 
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PLANCHE ··.1 v 

..: ·: 

·,: 

1 -Embryon cultivé 7 jour:.s .. au stade 6 somltes. 
. . .· ., ··~ ~ :· . 

2·- Embryon cultivé 7 jours. a~ stade 4 semites Cin toto) 

·La partie postérieure qui ne s'est pas développée est occupée 

par une grosse vésicule, cela n'a pas nul au développement du 

péricarde et surtout de la partie céphal !que. 

3 ·- Embryon cultivé sept jours au stade 4 semites. 

4 - Embryon cultivé sept jours au stade présomltlque 

Une vésicule envahit la partie caudale. 

Noter la présence de 1 'ébauche cardiaque contractl le. 

1 AB- premier arc 'branchial. 

Die - Diencéphale 

EC - ébauche cardiaque 

LD- lame dentaire 

Mes - mésencéphale 

Olf ~ placode olfactive 

Pe - proencéphale 

Per - péricarde 

Rh - Rhombencéphale 

St - Stomodeum 

Tel -Télencéphale 

Vop - Vésicule optique 

Vot- Vésicule otique 

,, 
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PLANCHE V 

1, 2, 3, 4- Embryon cultly~.~ jours au stade 13 somites 

Formation de ·1 '~bau~he,;d~ 1 'Hypophyse 
. ~ .. ,.. . . : '~"~.·. ,·•" 

1 AB- premier arc branchial 

EH - ébauche hypophysaire 

Est épaississement de 11éplthél ium stomodeal. 

MES - mésencéphale 

PE - proencéphale 

Sto - stomodeum 

,, 



·1· Sto 

MES ' 



PLANCHE- . Y 1 

l,j; :~;(·;,;~~\~/ \. 
1 ,2,3- Embryon cultlvé·-.s~pt jour·~·,.<:ùil stade 12 somltes 

i-· ~· ~-· ~,.! : ~. :· 
coupe frontale. t--·~.--~. •· l 

1, ·'1'· .. ~ '• .. ·!., 

4- Détail de la flgure··S·.::<~;_:;..,. ·::::-~· 
~-.;:;" ~ ~ .. ; .. ·:::-···"' 

5 Embryon cultivé sept joù'rs·--au stade 9 semites. 

6- Détail de la figure 5 ébauche cardiaque. 

7 ·- Détai 1 de la figure 5 placode olfactive 

8- Détail de la figure 5 Intestin antérieur et Rhombencéphale 

9 - Embryon du ~tade 9 somltes, ayant formé une ébauche du 

cristallin. 

10- Ebauche olfactive (embryon du stade 4 somltes). 

CR- cristallin 

EC - ébauche cardiaque 

EH - ébauche hépatique 

lA - Intestin antérieur 

olf- placode olfactive 

PE - proencéphale 

Rh Rhombencéphale 

Sto - stomodeüm 

TE - télencéphale 

VOP- vésicule optique 

,, 
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PLANCHE · · V 1 1 1 
0 ... ~ .... :- • 

1,2,3,4- Deux ébauches ~~tiques prélevées sur un embryon 

de 14 semites et cultivées 7 jours. 

Formation de la rétine et du cristal lin. 

Ahy - artère hyaloTdlenne 

Cr- cristallin 

E - encéphale 

EC - ébauche cristal 1 lnlenne 

EO - ébauche optique 

ER - espace rétinien 

FE- feul 1 let externe 

FI- feuil let Interne 

,,. 





.: .··.~~~~:·f::::~ ~.\ 
·: ·'' PLANCHE\ 1 X 

... ;'· 1 )• f.:. ~ ~ • .\ ,; : ,· . 

·.. . •• :· ·' .1 
') .• ~, 4": . ., l . 

1 , 2 - Embryon de~·1-5 ·som 1 tes . cu 1 t 1 vé sept jours. 
... ·;~·· . i ;. . , ...... · ,., 

épaississement d~· 1 1 é~tthél lum stomodéol Mx 1. 

Formation de la lame dentaire sur le 1er arc branchial. 

3, 4 - Bourgeons dentaires obtenus après 7 jours de culture 

d'arc branchiaux de 13 somltes. 

5 -Témoin 13 somltes. 

Le premier arc branchlàl est formé d'une masse de cel Iules 

non différenciées. 

AA - premier arc aortique 

AB - premier arc branchial 

BMxl - Bourgeon max! 1 laire supérieur 

PC - péricarde 

GD - germe dentaire 

LD- lame dentaire 

Sto - stomodeum 

TE - Télencéphale 

VO- vésicule optique 





.• . t'' ,,. 

1, 2, 3- Germes dentaires obtenus après sept jours de culture 

d'un arc branchial de 20 somites. 

4, 5, 6 -germes dentaires obtenus après sept jours de culture 

d'un arc branchial de 24 somites. 

GD - germe dentaire 

LD- lame dentaire 

MX - arc mandlbulafre 

TN - tissu nerveux 





·, .. -~ (\ ·:~· ,"'-._ 
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. {~f~:-- \\~) 
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\ .t;: ·' \ .• 
'1 1 0 llo, ;' 

\·~<PLANCHE ... X 1 
0 - ,' ., 

·: ., . 
. ·-

1, 2, 3- Germes dentaires obtenus à partir d'ébauches mandibulaires 

d'embryons au stade de 35 somites. 

4, 5, 6 - même expérimentation stade 30 somltes. 

ED - ébauche dentaire 

EM- ébauche mandibulaire. 

TN - tissu nerveux' 

1 

,, 
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