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In the early years of fine structure studies with the aid of the electron
microscope the existence of clearly defined cell surface membranes were con-
vincingly demonstrated (Sjostrand & Rhodin, 1953; Rhodin, 1954 etc.).
These structures were rarely analysed; in those years the authors mentioned
only their presence and only in some instances did they refer to their thickness.
The ultrastructure of these membranes was completely neglected, mainly
owing to technical difficulties. To reveal the structural details, very thin
sections are needed which must be cut exactly perpendicular to the membrane.

Zetterqvist (1956) was one of the first to study the intimate ultrastruc-
ture of cellmembranes. He demonstrated a three-layered structure in the plasma
membrane covering the apical free surface of epithelial cells in the mouse
intestine. Somewhat later similar structures were found also in other cells,
e.g. the nerve tissue of mammals (Robertson, 1957, 1958; Schmidt & Ge-
schwind, 1957), germ-cells (Rothschild, 1958), helminths (Tokin, 1959) and
bacteria (Kellenberger & Ryter, 1958; Tokuyasu & Yamada, 1959).

The present paper summarises the results of our electron microscopic
studies in the years 1958 and 1959 concerning the ultrastructure of different
protoplasmic membranes in the somatic and germ-cells of Parascaris equorum

Goeze.

Material and methods

Small pieces of ascaris testis, ovary and intestine were fixed in 1 per cent osmic acid
(Patlade, 1952), dehydrated in butanol, infiltrated and embedded in a 4:1 mixture of butyl
and methyl metacrylate (Newman, Borysko & Swerdlow, 1949; Borysko, 1956). Butanol
gives superior results in embedding without the use of strong organic solvents. Thin sections
were cut with glass knives on a Sjostrand (1953) ultramicrotome and examined with an
UEM-100 (¥Y3M-100) electron microscope using a 60 kV beam.

Cell membranes

The cell membranes of the intestinal cells were found to be three-layered
over all regions of the cells and not only over the free surface and the desmo-
somal region. The membrane is composed of two external, electron dense
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(osmiophilic) layer and an internal, less dense one (Figs. 1 and 2). The germ-
cells in different stages of development have surface membranes similar in
structure. It is difficult to demonstrate this structure in the cell membranes of
germ-cells, owingto their uneven borders. Statistical elaboration ofthe measure-
ment data showed some variation in the thickness of the intestinal cell memb-
rane. The thickness was found to be 70 ~ 4 A in the apical, 187 ~ 8 A in
the desmosomal, and 74 ~ 5 A in the basal region. The thickness of the germ-
cell membrane changes during the development of the gametes; in the course
of spermiogenesis this value increases from 82 ~ 4 A (spermatogonia) to
97 i 8 A (spermatids).

Fig. 1. Lateral surface membranes of ascaris intestinal cells. “Desmosomal” region. X 110 000

On sections of all studied cells, cut exactly perpendicular through the
membrane, it was very conspicuous that the membranes retain their indivi-
duality and never coalesce however close they are to one an other. Highly
characteristic minimal cell distances could be extablished amounting to
55— 94 A in the intestinal epithelium, to 66 A between the spermatogonia,
and 82 A between the oogonia. This consistency of the intracellular spaces
points to an active relationship of the individual cells and gives no support
to their being conceived as passive, purely mechanical structures.

The chemical composition of the cell membranes is still far from being
completely elucidated. All authors agree, however, that they contain phospho-
lipids and proteins, in full agreement with the view of the biochemists and
physiologists (e.g. Daniel1i, 1935, 1936; Hober, 1945; Parpart & Dziemian,
1940) who accept the classical membrane theory of permeability, dating back
to the end of the last century (Pfeffer. 1877; de Vries, 1884, etc.).

The general physico-chemical processes during fixation and dehydration
have not been sufficiently studied. Even less is known about the interaction
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Fig. 2. The same as in Fig. 1. Area Fig. 3. Nuclear envelope membranes in
below the “desmosomal” region. X 140 000 ascaris intestinal cell. X 140 000

of osmic acid with different cytoplasmic structures, and of the effect of potas-
sium permanganate fixation, which has lately become widely used, we know
the least. Owing to the scarcity of such facts several hypothses have been
proposed explaining differently the exact topochemistry of the cell membranes.
Several authors (Robertson, 1957, 1958; Schmidt & Geschwind, 1957,
Sjostrand, 1956) identify the electron dense layers with the proteins and the
light layer with the lipids.

Merriam (1958), however, assumes that osmic acid is bound by the
membrane phospholipids. Cell membrane models were constructed exclusively
of protein free phospholipids. The electron microscopic study of such models
gave a decisive support to the latter view (Revel, lto & Fawcett, 1958).
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The presence of proteins (together with phospholipids) in the osmiophile layer
of genuine cell membranes cannot, however, be ruled out. In this connection
the work of Stoeckenius (1959) is of considerable interest, who studied ultra-
thin sections of myeline formations from brain phospholipids with and without
added protein (globin).

Fig. 4. Walls of the Portec-Palade elements in ascaris intestinal cell. X 53 000

Nuclear envelope membranes

In different parts of the external and internal membranes constituting
the nuclear envelope of interkinetic nuclei a substructure of three layers can
be shown (Fig. 3). The outer layers are osmiophilic and the inner one is less
dense, as in the case of cell membranes.

Membranes of the Porter-Palade complex*

In the year 1958 we succeeded in demonstrating the three layers compos-
ing the membrane of the ergastoplasmic structures in ascaris ovocytes. Later
*The Porter-Palade complex (a name proposed by the author in 1959) or ergastoplas-

mic complex is composed of the individual structures described earlier as ,endoplasmic reti-
culum™, “ergastoplasm”, “a-cytomembranes”, etc. The proposed name, according to our
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studies have shown this structure (Fig. 5) of the Porter-Palade complexes in
the ascaris intestinal cells (Fig. 4) and germ-cells in different developmental
stages. The ribonucleoproteid granules adhere to the outer layer of the memb-
rane. Similar micrographs showing the three-layered wall of the ergastoplasm
units have been published by several authors (Bradbury & Meek, 1958,
Schoenberg, 1958) hut remained undescribed. It is a noteworthy fact that
parallel adjecent canalicular (= lamellar) components of the ergastoplasm
have their limiting membranes in a fixed distance (Sjostrand, 1955; Epstein,
1957 etc.). The fact may point to a definite (molecular?) interaction between
the membranes.

Fig. 5. Schematic

Membranes limiting the elements of the Golgi complex

The thickness of the membranes is similar (82 A) both in different parts
of the same Golgi complex and in different cells of the ascaris (Fig. 6). The
membranes have three layers. The distance between individual Golgi canali-
cules depends on their arrangement but has a minimal value of 152 A,

Our data are in good agreement with the recent views concerning the
intim ate relationship between nuclear and ergastoplasmic membranes (Palade,
1955; Watson, 1955; Epstein, 1957). A similar relationship has been shown
to exist between the ergastoplasmic and cell surface membranes (Palade,
1956; Hay, 1958). The continuity of the agranular and endoplasmic reticulum
has been firmly established (Palade & Siekewitz, 1956). Many authors point
to the agranular reticulum and the Golgi complex membranes (Palade & Sie-
kewitz, 1956; Sager & Palade, 1957 etc.) having a similar ultrastructure.

Dealing with the structure of protoplasmic membranes one must not
leave unconsidered the three-layered wall of mitochondria (Freeman, 1956).

view, corresponds fairly to their structural diversity, and at the same time stresses their unques-
tionable role in the synthetic processes and points to their physiological and morphological
interdependence. It also refers to the fundamental contributions by Porter and Palade
to the formation of recent views on the structure and function of the ergastoplasmic particles
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The morphological studies by means of the electron microscope thus reveal
the universality of a three-layered structure of the different protoplasmic
membranes. Their having a common chemical composition is likewise highly
probable. The elucidation of the molecclar architectonics of the membranes
is hoped to lead to clearer concept of the physiological significance of the
phenomenon discussed in this paper.

Fig. 6. Walls of the Golgi elements in ascaris intestinal cell. X 140 000

Summary

An electron microscopical study of different membranes (cell membrane, nuclear enve-
lope, walls of the Golgi and Porter-Palade complexes) in the somatic and germ-cells of Parasca-
ris equorum Goeze has been performed. All studied membranes were found to be composed
of three layers.

In all cells they have a similar ultrastructure. The two external layers are electron dense
(osmiophile), the internal one is lighter. The results obtained have been discussed with regard
to the recent views on the chemical composition of cell membranes.
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O TOHKOM CTPOEHWV/ MEMBPAHHbIX OBPA3OBAHWIA K/ETKU
n. 6. TOKNH

MpoBOAMANCL 3MEKTPOHHO-MUKPOCKOMMYECKIE WCCMEA0BaHUA CTPOEHUSt MeMGpPaHHbIX
06pa3oBaHWin MOMOBLIX W COMATUYECKWUX KNEeTOK Parascaris equorum Goeze (KMNETOUHbIE W
AnepHble MemGpaHbl; CTEHKM KOMMOHEHTOB KoMMnekcoB [onbmku u MopTepa—Ilanage).
O6HapyXXeHo, YTO BCE 3TV pas/iMuHble MeM6paHHble 06Pa30BaHUA SIBAAIOTCS TPEXCNOMHbLIMU.

Bo BCeX M3yuaBLUMXCA KNETKAaX OHU MMET BeCbMa CXOAHY CYGMUKPOCKOMUUECKYIO
CTPYKTYPY M COCTOST M3 HapyXHbIX OCMUOMUAbHBIX U BHYTPEHHUX 3M1eKTPOHHO-OMTUYECKN
MeHee MOTHbIX CNoeB. lMofyyeHHble faHHble COMOCTAB/SATCS C COBPEMEHHLIMM MpeAcTaBe-
HUSAIMWU O XMMMWUYECKOM CTPOEHUM K/ETOUHbIX MemM6paH.
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UBER DIE ELEKTRONENMIKROSKOPIE DER MEMBRANEN DER ZELLE
I. B. TOKIN

Elekronenmikroskopische Untersuchungen des Aufbaus von Membranen der Keim-
und somatischen Zellen des Parascaris equorum Goeze wurden durchgefihrt (Zellen- und
Kernmembranen: die Wande der Komponenten des Golgi und Porter-Palade-Komplexes). Es
wurde festgestellt, daB alle diese Membranbildungen dreischichtig sind.

In allen untersuchten Zellen weisen sie eine vollkommen &hnliche submikroskopische
Struktur auf, und sie bestehen aus &ufReren osmiophilen und inneren, elektronenoptisch weniger
dichten Schichten. Die Befunde werden mit den gegenwadrtigen Vorstellungen Gber die chemi-
sche Struktur der Zellmembranen verglichen.

N. Bb. TokuH, NleHnHrpag B. O. MeHpgeneesckas 5 CCCP
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TRANSSEKTIONSEXPERIMENTE AM 12-SOMITEN
HUHNEREMBRYO

B. Menkes

(Eingegangen am 12. Juli, 1960)

W &hrend der embryonalen Entwicklung bilden sich zwischen den Teilen
des Embryokdrpers verschiedenartige Beziehungen aus, mit denen der Ent-
wicklungsvorgang selbst, insofern er ein epigenetisches Phdnomen ist, innig
verbunden ist. Diese Beziehungen entstehen und werden aufrechterhalten
teilweise durch humorale Faktoren auf dem Wege der Diffusion und des Blut-
kreislaufes, teilweise durch direkten Kontakt. Eine bedeutende morpholo-
gische Bolle spielen hier auch Wanderungen von Zellkomplexen, Verschie-
bungen, Auswachsen embryonaler Organe mit Einwanderung in — von ihrem
Ursprungsort entfernte — Gebiete, Vorwachsen von Nervenstimmen, Kandlen
usw. Eine der Methoden, die in der experimentellen Embryologie zur Analyse
dieser verwickelten Vorgédnge benutzt wird, ist die Transsektion der gesamten
Embryonalanlage in verschiedenen Hdéhen. Solche Transsektionsversuche wur-
den am Hihnerembryo von Wetzel, Waddington, Wolff, Lutz, Spratt und
noch einer Reihe von anderen Autoren in ovo oder an explantierten Keim-
scheiben, die auf besonderen Kulturmedien wachsen, zwecks Analyse der ldngs
der axialen Organanlagen vorhandenen Entwicklungspotenzen in den ver-
schiedensten Varianten durchgefliihrt. Es handelt sich bei der Mehrzahl der
zitierten Arbeiten um transversale oder schrdge Durchschneidungen (totale
oder partielle) an jungen, sogar unbebriteten Keimscheiben, und solchen des
ersten Entwicklungstages. Meistens wurde die Operation im Stadium der
vollausgebildeten Primitivlinie, Primitivlinie und Kopffortsatz und im Stadium
der ersten Somiten (entsprechend Stadium 5—7 nach Hamburger—Hamilton)
vorgenommen.

Seltener wurden etwas &ltere Embryonen im Stadium von 12—15 Somi-
ten von etwa 38 Stunden Inkubationsdauer (Stadium Hamburger—Hamilton
10—11) mit der Durchschneidungsmethode untersucht. Solche Untersuchun-
gen sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Es handelt sich hier um die
Untersuchung des Entwicklungsvorganges in zwei voneinander friuhzeitig
operativ getrennten Hdlften des Embryokdrpers, die miteinander nur durch
gemeinsame Blutzirkulation und gemeinsames Eiweissdotter und subembryo-
nale Flissigkeit in Verbindung geblieben sind.
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M aterial und Methode

Verwendet wurden Leghorn-Embryonen, welche im Stadium von 12—15 Somiten im
Alter von 38—40 Stunden operiert wurden. In diesem Bebritungsalter steht der Embryo
dicht vor Beginn der Blutzirkulation und befindet sich in einer fiir verschiedenartigste
Operationen ausserordentlich giinstigen Periode. Nach Fensterung des Eies und einer leichten
Vitalfarbung mit Neutralrot wird der Embryokdérper unter der 12. Somite mit Hilfe einer
Glasnadel transversal durchschnitten. Der Schnitt gehtdurch die ganze Dicke der Embryoanlage
und reicht zu beiden Seiten bis an die Area pellucida, darf aber nicht ihren dusseren Rand,
also die Area opaca erreichen. Um die Wiedervereinigung der Schnittrander zu verhindern,
kann ein Zellophan-Keil in die Schnittwunde eingefiihrt werden.

Resultate

An einem Teil der so operierten Embryonen ist die Ausbildung der Arté-
ridé vitellinae gestort, so dass es nicht zur Bildung einer normalen Blutzirkula-
tion kommen kann. (Diese Fé&lle sind natlrlich flir die weiteren Untersuchun-

Abb. 1. Transsektion im 12-Somiten-Stadium unterhalb des 12. Somitenpaares. Fixation
am 7. Bebritungstag

Der Embryo besteht aus 2 vollig getrennten Kdrperteilen. Die obere Extrem itatistin 2
Gebilde aufgeteilt, ein oberes stummelférmiges, von konischer Form, und ein unteres,
grésseres, der Norm &hnlicheres. Der untere Kdrperteil hat eine Allanloisblase ausgebildet

Abb. 2. Operiert wie bei Abb. 1. Fixiert nach 8-tdgiger Bebriitung Obere Extremitdt in je
2 spitze, stummelformige Gebilde aufgeteilt

gen verloren.) In etwa 60% der operierten Fdlle bildet sich die Blutzirkulation
normal aus und wir erhalten Embryonen die aus zwei voneinander véllig
getrennten Teilen, einem kranialen und einem kaudalen, bestehen (Abb. 1,



Abb. 3u. Operiert wie bei Abb. 1 und 2. Fixiert am 7. Bebrutungstag, nach Durchschneidung im 12-Somiten-Stadium unter dem 12.

Somitenpaar, Totalansicht in ovo. Die beiden Teile des F.mbryonalkdrpers werden von einem gemeinsamen Amnion zusammengehalten,

aber voneinander vollig getrennt. Typisches Verhalten der oberen Extremitdt nach Halbierung ihrer Anlage: kranialer, konischer, nach unten
gerichteter kleiner Stummel und langer, zugespitzter, nach oben gerichteter kaudaler Teil. 3b und c: der Embryo isoliert
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2 und 3). Ein Ast der Artéria vitellina dringt in den kaudalen Embryonalteil
ein und nimmt dort den typischen Verlauf der Aorta. In den von uns beobach-
teten Fd&llen waren die mit Erfolg operierten Embryonen bis zum 8. Bebri-
tungstag lebensfdhig. In einigen Féllen bildet der kaudale Teil eine typische
Allantoisblase aus.

In folgendem beschreiben wir den Zustand der Plica urogenitalis im
kaudalen Embryoteil und das Verhalten der geteilten Anlage der oberen
Extrem itat.

Abb. 4. Schnitt durch die untere Ha&lfte eines im 12-Somiten-Stadium operierten Embryos.
Fixierung am 7. Bebriitungstag. Voélliges Fehlen des Mesonephros. Breitbasige, leere Plica
urogenitalis, kurzes Mesenterium.

1. Zustand der Plica urogenitalis

Es istbekannt(Waddington,Grunwald), dass kaudal von Durchschnei-
dungen oder andersartiger Behinderung des Vorwachsens des Wolff-Kanals ein
Mesonephros (und spéter Metanephros) nicht zur Entwicklung kommen kann.
Unsere kaudalen Embryohélften besitzen dementsprechend kein Mesonephros
(Abb. 4). Es ist aber bemerkenswert, dass die mesenchymale Plica urogenitalis
trotz Fehlens des gréssten Teiles ihres normalen Inhaltes, wohl nichtim norma-
len Ausmass, aber deutlich ausgebildetistund in die Z6lomhd&hle vorspringt. Sie
enth&lt, ausser laxem Mesenchym, die Vena cardinalis posterior und Vena
subcardinalis. Die Glandula suprarenalis bzw. interrenalis ist normal ausge-
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Abb. 5a. 7. Bebritungstag, kaudale Halfte eines operierten Embryos. Plica urogenitalis ohne
Mesonephros mit Inter- und Adrenal-Organ, Sympathicus, Gonade, kurzes Mesenterium,
Darm- und Blinddarm-Anhénge. Interrenal-Orgau scheint im ganzen hypertrophisch zu sein

Abb. 5b. Normales Vergleichspraparat zu 5a. Silberimpragnation



Abh. 6a. Kaudaler Teil eines operierten Embryos. Silberimprégnation. Leere Plica Urogenitalis. Kein Mesonephros, Syrnpathicus und
Adrenal-Organ. 6b. Einzelheiten von 6a in starkerer Vcrgrosserung. 6¢c. Normales Vergleichsbild, Silberimpragnation
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bildet, ihre Zellstrdnge scheinen sogar hypertrophisch zu sein. (Abb. 5 bis 7). Es
steht ihnen offenbar ein zu grosser Ausbreitungsplatz zurVerfiigung. Die Gonade
ist ebenfalls normal ausgebildet und normal gelagert. Sie enth&lt Gonozyten.
Silberimprégnationen zeigen die normale Ausbildung des Sympathicus und der
adrenalen Komponente. Auffallend ist auch das breitbasig aufsitzende Mesen-
terium. Die ganze Interrenal-Anlage scheint wie gesagt hypertrophisch
und ventral vorgelagert zu sein. Es ist bemerkenswert, dass die mesenchymale

Abb. 7a. 1. Bebritungstag, kaudaler Teil. Rechts zystischer Mesonephros-Rest. Gonaden
Interrenal-Organ im ganzen hypertrophisch. 7b. Interrenal-Organ von 7a

Hille, das »Bett« also auch in Abwesenheit seines parenchymatésen Hauptin-

haltes, in unserem Falle des Mesonephros (siehe Vergleichsbilder mit normalen

Embryonen) sich ausbildet. Zu dieser Beobachtung seibemerkt, dass —wie eigene

Beobachtungen zeigen — sich auch die Dura mater nach Exstirpation des

Rickenmarkes ausbilden kann.

2. Anlage der oberen Extremitat

Die Entwicklungspotenzen der Extremitidten-Anlagen beim Huhner-
embryo waren Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Saunders stellt mittels
Kohlcnmarkierung eine proximokaudale Folge von Anlagcbezirken fest.
Zwilling untersuchte die Beziehungen zwischen Ektoderm und Mesoderm in der
Anlage.

Unser Operationsschnitt unterhalb des 12. Somitenpaares geht durch das
Anlagematerial der oberen Extremitdt hindurch. Die meisten der von uns
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operierten Embryonen zeigen dementsprechend eine verdoppelte Anlage der
oberen Extremitidten und zwar eine im vorderen und eine im hinteren Embryo-
nalteil. Interessant ist die Wachstumstendenz der beiden, jetzt getrennten
Anlagen des Fligels. Die obere Anlage zeigt eine kaudale Wachstumstendenz,
die untere wadchst in kranialer Richtung. (Abb. 3.) Die Grésse der beiden
Teilanlagen hé&ngt offenbar vom Niveau des Operationsschnittes ab: liegt der
Schnitt mehr kranial, so bildet sich eine kleine stummelférmige Anlage und
eine grosse kaudale Anlage, die der normalen ganzen Anlage dhnlich ist. Die
durch die Operation separierten Anlagemassen zeigen also, von ihren norma-
len Partnermassen befreit, — jede fur sich — ein eigenes Verhalten.

Zusammenfassung

Nach Durchschneidung des Hihnerembryos im 12. Somitenstadium unter dem 12.
Somitenpaar erhdlt man 2 getrennte Embryoteile, die bis zum 8. Bebriutungstag lebensfahig
sind. Im kaudalen Tel bildet sich eine Plica urogenitalis ohne Mesonephros mit hypertrophi-
schem Interrenal-Organ. Der Operationsschnitt geht durch die Anlage der oberen Extrem ita-
ten. Es bilden sich auf jeder Seite je 2 Fliigelanlagen von ungewodhnlicher Wachstumsrichtung
und Form.
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OMNbITbl MO MEPEPE3KE 3APOAbLIWEN UbINAAT B CTALUM 12 COMUTOB
b. MEHKELW

Mocne nepepeskn 3apogbllueit UbINaAT B CTagum 12-coMUTOB Nony4daroTcs nog 12. napoi
COMUTOB 2 060C06/1eHHbIE 3MOPMOHA/bHbIE YacTW, KOTOPbIE CMOCOOHbI JOXMBATb 0 8 AHA
HacmXmBaHMA. B KaypanbHOW 4acTu o6pasyeTcs MoYenonoBas CKnagka 6e3 Me3oHedpoca
C TUNePTPOPUUECKUM WHTeppeHanbHbIM opraHoM. OrnepaumoHHbIA  paspe3 MPOXOAMT 4epes
3a4aTKM BepXHUX KOHeyHOCTeh. Ha ob6emx cTopoHax 06pa3yroTca no 2 3a4aTka KpbIIbeB He-
06bI4YHONM (BOpMbl M HEOObIYHOrO HanpaBfieHMst pocTa.

EXPERIMENTAL TRANSSECTION OF 12-SOMITE CHICK EMBRYOS
B. MENKES

By a division of 12-soinite chick embryos below the 12th segment two separate parts of
the embryos are obtained which may survive until the 8th day of incubation. In the caud-
al portion an urogenital fold without mesonephros and with a hypertrophic interrenal
organ is formed. The transsection passes through the anlage of the upper extremities. Two
primordial wings of unusual shape and direction develop on each side.

Prof. Dr. B. Menkes, Timisoara, Bui. Mihai Viteazul 24. Rumanien
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