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mitotic indexes yielded values 0.4-0.8% (Table I). The 
values for the mitotic indexes of animals sacrificed 6 
weeks after painting are higher than those for mice 
sacrificed 4 weeks after painting but  the difference is not  
significant. The distribution of mitotic phases calculated 
on 126 mitotic figures showed 17% prophases, 30% 
metaphases, 18% anaphases and 35% tetophases. Table 
I I  presents the frequency of mitoses 2 and 5 h after 
injection of colchicine. Between the 2nd and 5th h after 
injection, the mitotic index increased from 0.9-2.2%. To 
find the rate on an hourly basis, the difference between 
the values of the 2 and 5 h periods was divided by 3. 
Thus, 0.4% of mast  cells in precancerous mouse skin may  
be roughly estimated to enter mitosis every hour. 

The mitotic figures of mast  cells can mainly be seen 
beneath the epithelium, although they may be also 
observed in deeper skin layers. 

The results of the present s tudy suggest that  mitotic 
division is the prevailing way in which mast  cells in- 
crease their number in precancerous mouse skin. 

Rdsumd. En utitisant le 7,12-dimCthylbenza(c¢)nthrac$ne 
(DMBA) on a provoqu6 un papiUome dans la peau de la 
souris. On observe de nombreuses figures mitotiques dans 
les mastocytes du papillome formC. Le coefficient mito- 
t ique est de 0,6-0,7% ; l ' injection de colchicine augmente 
sa valeur. 

~V. SAWICKI 

Department o/Histology and Embryology, School o/ 
Medicine, Warsaw (Poland), 12th December 1966. 

L ' i n d u c t i o n  n e u r o g ~ n e  c h e z  l e s  O i s e a u x :  p a s s a g e  
du f lux  i n d u c t e u r  par  le f i l tre  m f l l i p o r e  1 

Des expCrienoes nombreuses et variCes ont  dCmontr6 
que chez les Amphibiens l ' induction de l'Cbauche neurale 
peut  avoir lieu m~me si l ' inducteur n 'est  pas en contact 
direct avec l 'ectoblaste. Chez les Oiseaux, au contraire, 
nous ne disposons d 'aucune prCcision ~ ce sujet. Pour 
combler cette lacune, nous avons entrepris des expCriences 
analogues ~ celles que S~-X~N ~ avai t  effectuCes chez le 
Triton, i l y  a quelques annCes. Cet auteur  a interpos~ un 
fittre millipore (diam~tre des pores - 0,8 p, 6paisseur du 
filtre - 20 ~) entre le jeune ectoblaste et l ' inducteur, soft 
normal soft artificiel (cellules HeLa). Malgr6 cette inter- 
vention, il a 0btenu ou bien la formation d'une 6bauche 
neurale typique, ou bien des inductions plus faibles, 
d 'aspezt  neuro~dal, ou, enfin, l 'ectoblaste, situ6 au-dessus 
du millipore, n'Ctait que 16g~rement 6paissi et compos6 de 
cellules cylindriques. Un peu plus tard, NYHOLM, S~X~N, 
TOIVONBN et VANIO s ont  repris ces experiences pour 
soumettre leurs prCparations ~ l 'analyse au microscope 
61ectronique. I1 s 'est rCvCl6 que le filtre millipore emp~che 
effectivement tout  contact  direct entre les cellules de 
l 'ectoblaste et l ' inducteur. 

Nos expCriences sont faites sur de jeunes blastodermes 
de Poulet cuttivCs in vi tro selon la technique de NEw 4 
16g~rement modifiCe (voir GALLERA et CASTRo-CoRREIAS). 

Deux blastodermes sex-vent ~ une seule opCration: le 
donneur, toujours au stade de la ligne primitive .achev$e, 
et l'hCte, k un stade plus jeune (ligne primitive moyenne 

longue). Les opCrations sont pratiquCes du cCt6 ventral.  
Nous enlevons soigneusement l 'endoblaste du croissant 
antCrieur de Duval  et le rempar t  vitellin situ6 plus on 
avant.  Contre cet ectobtaste dCnudC, nous apptiquons un 
cart6 de millipore, dont  le cCt6 mesure 1,7 mm (Millipore 
filter Comp. Bedford, Massachusetts; 6paisseur 25 12, 
diam~tre des pores 0,45 p). Nous dCcoupons le tiers 
antCrieur de la ligne primitive du blastoderme-donneur 
et nous le transportons sur ce fragment de millipore. 
Nous orientons le greffon de teUe fa~on que sa face ventrale 
soft appliquCe contre le filtre et son bord antCrieur tourn6 
vers l 'extr~mit6 c~phalique de lu ligne primit ive de l 'h~te. 
Le liquide surnageant soigneusement retirC, nous remet-  
tons le blastoderme g l'Ctuve. Le greffon so contracte 
tout  d 'abord et ne commence ~ adhCrer au millipore 

Fig. 1. Microphotographie in toto d'un blastoderme off le greffon 
mis sous le millipore a induit dans l'ectoblaste, situ6 de l'autre c6t6 
du filtre, la formation d'une plaque neurale. La tCte de l'embryon- 

h6te surplombe partiellement le millipore. 

Fig. 2. Coupe d'un autre embryon que celui reprCsextt6 sur la Figure 
1. Sous le millipore, on voit l'Cbauche neurale fournie par le greffon 

et au-dessus du filtre la plaque neurale induite. 
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qu'apr~s un laps de temps variable. Pour faciliter cette 
adhesion, nous 61iminons h maintes reprises le liquide 
sdcr6t6 par  le feuillet interne du blastoderme. Le lende- 
main de l 'op~ration los blastodermes sont fixds au Bouin, 
analysds in toto et ensuite inclus en paraffine et d~bitds 
en coupes s~rides de 8 # (Coloration ~ l 'hdmalun-drythro- 
sine). 

40 expdriences ont dtd faitcs. Cependant, quelques 
blastodermes sont morts prdcocement et claus quelques 
autres cas, le greffon s'est ddtachd du millipore. En  
ddfinitive, notre mat~riei contient 33 blastodermes. 

L 'examen histologique a r~v~l~ que l'61ongation et la 
diff~renciation de nos greffons ont dtd plus ou moins 
inhibdes. Ces greffons n 'on t  jamais ddpassd les limites du 
millipore et se terminent  par une masse cellulaire com- 
pacte. Plus en avant,  ils se sont pourtant  diff6rencids 
normalement  et ont  ~ourni une chorde, des somites, du 
m6senchyme et une goutti~re neurale. Les greffons sont 
fortement attach6s au miltipore, en particulier de nom- 
breuses cellules mdsenchymateuses adhbrent ~ lui ~troite- 
ment. En  revanche, l'ectoblaste, rev~tant la face opposde 
du filtre, est toujonrs sdpar6 du millipore par un  inter- 
stice qui semble vide au microscope optique. Cependant, 

l 'exception d 'un  seul cas, cet ectoblaste a toujours 
r6agi h la prdsence du greffon situ~ de l 'autre c6t6 du 
millipore. Cette r~action, toujours localisde au territoire 
correspondant ~ l 'emplacement du greffon, est en g~n~ral 
la plus marqude ~ la hauteur  de sa r~gion ant6rieure. 
Dans 9 cas, il s 'agit de la formation d 'une  petite, mais 
typique plaque neurale aux bords plus ou moins soulevds 
(Figures 1 et 2). Dans 7 cas, nous avons affaire k uue 
diffdren.ciation plut6t  neuro'dale que neurale. L'ecto- 
blaste est dpaissi en plaque, mais ses cellules sont moins 
allong6es et moins r6guli~rement dispos6es que dans 
1'dbauche neurale normate du meme Age. Dans les autres 
cas, l 'ectoblaste situd vis-g-vis du greffon est moins 
dpaissi et se pr6sente soft sous la forme d 'un  6pith61ium 
aux cellules cylindriques dont  les noyaux sont disposdes 
en 2 ou 3 rang6es (11 cas), soft d 'un  dpithdlium cubique, 
identique ~ l'dpiblaste cdphalique d 'un  jeune embryon 
(5 cas). 

Insistons encore sur le fair qu '~ part  la zone correspon- 
dant  h l 'emptacement du greffon, l 'ectoblaste sur route 
l 'dtendue du millipore est compos6 de cellules fortement 

applaties et garde son caract~re pdriphdrique. 11 est doric 
6vident que Faction inductrice du greffon sur l 'ectoblaste 
a dfl se r~aliser ~ travers le fittre millipore. Quoique 
l'arialyse au microscope optique ne nous ' permette pas 
&affirmer d 'une Ia~on d~finitive que cette r6action ne 
s'exerce pas par l ' intermddiaire de microvillositds trans- 
versant le millipore, cette dventualitd nous paralt  peu 
probable. En  effet, comme nous l 'avons d~jh mentionn6, 
l 'ectoblaste n'adh~re jamais au millipore. D'autre  part, 
aussi bien chez les Amphibiens que chez les Mammif~res 
(voir GROBSTEIN et DALTONe), le mfllipore, m~me aux 
pores plus larges que clans le n6tre, intercal6 entre les 
syst~mes inducteur et rdagissant n ' a  pas dt6 traversd par 
de tels prolongements plasmatiques. Enfin, BELLAIRS 7, 
en soumettant  de jeunes embryons de Poulet ~ l 'analyse 
ddtaillde au microscope dlectronique, n ' a  jamais observ6 
des microvillosit6s reliant le neurectoblaste ~ son sub- 
s t ra tum chordo mdsoblastique. 

Pour clore cette note pr~liminaire, soulignons l'analogie 
frappante entre nos rdsultats et ceux obtenus par SAX~I~ 
chez les Amphibiens. Aussi bien chez le Poulet que chez 
le Triton, Faction inductrice peut s'exercer ~. travers un 
filtre millipore, bien que ce dernier repr6sente un obstacle 
sdrieux. Dans les deux cas, les r6ponses de l 'ectoblaste an 
flux inducteur plus ou moins frein6 par le mitlipore 
s 'ordonnent  comme suit: ~piblaste 6paissi, structures 
neuroidales et, enfin, neurales typiques. 

Summary. In  the avian embryo, as ir~ the amphibian, 
we can even obtain a neural induction, if we interpose a 
millipore filter (thickness 25 /~, size of pores o.45 /~) 
between the inductor and the competent ectoblast. 
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Electron Microscopical Aspects of Myelin 
Ultrastructure 

At present, the most widely accepted view on myelin 
structure is the one that  each lamella is the result of the 
apposition of 2 'uni t  membranes '1. However, the uni t  
membrane theory does not  provide a convincing explana- 
t ion for at  least 2 well-established facts: the greater 
thickness of the major dense line in comparison with the 
intraperiod line and the existence of double intraperiod 
lines. 

Moreover, as reported elsewhere s, the results of high- 
resolution electron microscopical observations on thin 
sections of glutaraldehyde-fixed, post-osmicated, Epon- 
embedded tissues suggested a structural organization of 
biological membranes more complex than the one de- 
scribed by  the 'uni t  membrane '  concept. Indeed, in 

preparations of frog brain cortex, the membrane of 
synaptic vesicles appeared to consist essentially of a single 
layer of globules (diameter about 40-45 A) having a th in  
electron-dense contour and a light core and bound to 
each other directly or through an osmiophilic granule. In  
face-on views, the membrane appeared to be a mesh of 
polygonal or round areas (diameter 90-110 ]k) of un- 
stained material limited by osmiophilic lines, containing 
in'  their centers an osmiophilic granule (diameter 20-30 
A), In  these unstained areas it was often possible to 

1 j. D. ROSERTSO~, in Ult~astru~u~e and Metabolism ol the Nemous 
System (Ed. S. R. Ko~EY, A. PoPE and E. RosINS; Williams and 
Wilkins, Baltimore 1962), p. 94. 
V. Dz CAR~O, Nature 213, 833 (1967). 


