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calcium which was significantly greater (P < 0.01, #-test)
than in the control samples at 7 min after stimulation, and
also at 20 min after stimulation (P << 0.05). Recovery to
non-significant levels occurred within 35 min. A second
significant fall (P << 0.05) occurred between points 6 and
7. This fall in plasma calcium in response to vagal stimu-
lation was prevented by atropinization and could also be
initiated by injections of the parasympathomimetic drug
Carbachol. Section of the left vagus gave no response,
indicating that any nervous control is stimulatory and not
inhibitory as has been found in the frog ultimobranchial 2.

Although it has been demonstrated anatomically that
there is a direct connection between the vagus and the
innervated, densely-granulated, epithelioid cells within
the ultimobranchial body, there is as yet no direct
evidence that the drop in plasma calcium following vagal
stimulation is caused by release of calcitonin from the in-
nervated cells. Such evidence is at present being sought.
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Fig. 3. Effects of vagal stimulation (arrows) upon plasma total
calcium in young, anaesthetized cockerels compared with unstimu-
lated, control animals. (A) The difference between points 2 and 3 in
the experimental birds was significantly different (P << 0.01, ¢-test)
to that in the controls. (B) and (c) The differences between points
2 and 4 and 6 and 7 in the experimental birds was significantly
different (P <C0.05) to that in the controls.
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The comparatively small and transient, though signifi-
cant, decrease in plasma calcium is of interest when
considered in the light of other results. The failure by
several workers14-16 to demonstrate a fall in plasma cal-
cium in intact chickens of various ages after the injection
of either allogeneic or xenogeneic calcitonin has been
ascribed to the probable ability of the fowl parathyroids
to respond rapidly to a slight hypocalcaemial4-16. Such a
hypothesis would help to account for the transience of the
response found here.

A neural mechanism of this nature, partially control-
ling calcitonin secretion, could conceivably have con-
siderable significance in birds where there is a particularly
active calcium = metabolism associated with egg-shell
formation.

Résumé. Le corps ultimobranchial de la poule a une
forte innervation, provenant en particulier du nerf vague.
On a constaté que des fibres nerveuses se terminent sur
quelques groupes de cellules C. La stimulation du vague
produit une chute significative du taux de calcium du
plasma, ce qui démontre les propriétés d’un effet pro-
voqué par voie parasympathique. On propose I'hypothése
que I'hypocalcémie peut étre causée par une décharge de
calcitonine venant des cellules C innervées.
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Narrowings of the Synaptic Cleft in Myoneural Junctions

In the course of electron microscopic studies! on
myoneural junctions in several species, narrowings of the
synaptic cleft were observed in motor nerve terminals of
the striated intraocular muscle fibres of the chicken
(Figure 1) and in extraocular muscle fibres of the rat
(Figure 2). In these narrowings, the 5-layered synaptic
membrane complex of the myoneural junction is reduced
‘to 3 layers; the plasma membranes of the nerve terminal
and the muscle fibre, which are usually separated by a
500 A gap containing a basement membrane layer, ap-
proach as close as 160 A without interposition of basement
membrane material (Figure 3).

According to previous investigations?, the sphincter
pupillae muscle of the chicken, in which narrowings of the
synaptic cleft were found several times, consists only of
muscle fibres with one motor endplate. These endplates
do not have junctional folds. The nerve terminals contain

numerous synaptic vesicles both near the normal 5-
layered synaptic membrane complex and near the
3-layered narrowings of the synaptic cleft (Figure 1).
The motor ending shown' in Figure 2 was found in a
multiply innervated muscle fibre?® of the orbital region
in a lateral rectus bulbi muscle of the rat. The motor

1 TFixation with glutaraldehyde in phosphate buffer and OsO,,
embedding in epon, double staining of ultrathin sections with
uranyl acetate and lead citrate.

‘W. ZEnkER and E. KRAMMER, Z. Zellforsch. 83, 147 (1967).

On the basis of a detailed study of muscle fibre types and their
innervation in rat extraocular muscles (R. MAYR, in preparation)
we are now able to discern multiply innervated fibres in these
muscles using fine structural criteria.
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endings of this type of muscle fibre may have short
junctional folds. Only few synaptic vesicles are located
near the narrow regions of the junctional membrane
complex of this fibre.

Our findings in the rat extraocular muscle seem to cor-
respond to the ‘axonal protrusions’ recently described by
TERAVAINEN® To our knowledge, there is only one further
report of a similar situation: KarrLsson and ANDERSSON-
CEDERGREN® show a motor junction of a frog intrafusal
muscle fibre with many junctional folds and several
places of close contact between the nerve and muscle
fibre membranes. They characterize the situation as
follows: ‘In one of the motor junctions of the long type a
peculiar membrane relationship was found, essentially
showing evaginations of the axoplasm into -dilated
junctional folds which contacted the muscle fibre without
interposition of a basement membrane. The meaning of
this is obscured by the fact that it was observed in only
one specimen and that it may represent a possible aber-
ration in normal morphology®.

Fig. 1. Chicken, m. sphincter pupillae. Detail of a motor end-plate
with narrowing of the synaptic cleft (between arrows). The basement
membrane layer (b), seen in the normal part of the synaptic cleft,
ends on either side of the narrowing. (n) Nerve terminal with many
synaptic vesicles; (m) striated muscle fibre. x 60,000.

4 H. Terivisew, Z. Zellforsch. 96, 206 (1969).
5 U. Karrsson and E. ANDERSsON-CEDERGREN, J. Ultrastruct. Res.
74, 191 (1966).

6 Lately similar situations were shown in motor endings of

mammalian intrafusal fibres (M. v. DyriNG and K. H. ANDRES,
Anat. Anz. 724, 566 (1969)).
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Fig. 2. Rat, m. rectus bulbi lat., orbital layer. Detail of a motor
nerve ending in a multiply innervated muscle fibre with narrowing of
the synaptic cleft (between arrows). Near the asterisk (*) the cleft is
somewhat wider and contains a thin layer of basement membrane
material, as is found in transition zones between normal synaptic
cleft and narrowings. (n) Nerve terminals; (m) muscle fibre.
1000 A = 100 pm. X 60,000.
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Fig. 3. Schematic drawing demonstrating the layer organization of
the normal synaptic membrane complex and the narrowing of the
synaptic cleft in myoneural junctions.
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Until now, narrowings of the synaptic cleft without
interposition of a basement membrane material were only
seen in motor endings of special types of striated muscle
fibres; they have so far not been found in common
skeletal muscle fibres. However, further investigation is
necessary in order to show whether we are actually
dealing with a peculiar structural property of specialized
types of motor nerve endings and whether these structures
have a special functional meaning.

Zusammenfassung. In motorischen Endplatten der
quergestreiften inneren Augenmuskulatur des Huhnes und
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multipel innervierter Muskelfasern der dusseren Augen-
muskeln der Ratte werden Verengungen des synaptischen
Spaltes beschrieben. Die Plasmamembranen der ter-
minalen Nervenfaser und der Muskelfaser nihern sich an
diesen Stellen auf ca. 160 A und die fiir die motorische
Endplatte typische Basalmembranschicht fehlt im
verengten synaptischen Spalt.

R. Mavyr and W. ZENKER .

Institut fitv Anatomie dev Ruhv-Universitdt Bochum,
A-1090 Wien (Austria), 21 July 1969.

Quantitative Untersuchungen iiber die Proteinsyntheseaktivitit von Epidermiszellen wihrend der

Extremititenregeneration der Urodelen?

Fiir die Regeneration der Urodelenextremitit ist der

direkte Kontakt von Corium-freiem Wundepithel und
unterliegendem Gewebe von grosser Bedeutung?.
Das einschichtige Wundepithel, das etwa innerhalb eines
Tages die Wundfliche verschliesst, verdickt sich zu
einer mehrschichtigen soliden Epidermiskappe, unter der
sich in Abhéngigkeit von ihrer Lage? die Zellen des meso-
dermalen Blastems sammeln4:5. Diese apikale Epidermis-
kappe stellt eine Ansammlung von Zellen dar, die von der
intakten Epidermis zugewandert sind®-7.

Untersuchungen iiber die Enzymaktivitit dieser Epi-
dermiszellen® sowie autoradiographische Nachweise liber
den Aminosiure-Einbau in dieser Region®-1! ergaben
wichtige Hinweise iiber die relative Erhohung ihres Stoff-
wechsels. Da nun die Epidermiszellen wahrend des Wund-
verschlusses und der Ausbildung der Apikalkappe eine
Volumendnderung erfahren, wurde untersucht, welche
Zusammenhinge zwischen der Aktivierung der Protein-
synthese und den Volumendnderungen dieser Zellen
bestehen.

Bei juvenilen Twiturus vulgaris (12-15 Wochen nach
der Metamorphose bei 18°C) wurden die regenerierenden
Vorderextremitdten vom 2. bis zum 22. Tag nach der
Amputation auf ihre Proteinsyntheseaktivitdt hin unter-
sucht. An medianen Langsschnitten der Regenerate wurde
an Hand von Silberkornzidhlungen in Autoradiogrammen
die Einbaurate von i.p. injiziertem 3H-Phenylalanin
(Inkubationszeit: 3 h) ermittelt. Die Bestimmung von
Zell- und Zellkerngrosse erfolgte in denselben Priparaten
mit einem Mikroplanimeter??. Bei den Untersuchungen
wurden drei Epidermisbereiche gepriift: 1. Die Basis der
Extremitdt (P); 2. der Bereich der Amputationsebene (A)
und 3. die Regeneratspitze (D), das heisst das Wundepi-
thel beziehungsweise die Apikalkappe. In jeder Region
eines Regenerates wurden 60 Zellen gemessen und ausge-
zahlt. Die Untersuchungen beschrinkten sich auf die
Basalschicht der Epidermis als ein System gleichartiger
Zellen.

Die vom Wundrand iiber das Wundgewebe wandernden
Epidermiszellen vergréssern ihr Volumen im Vergleich zu
den Kontrollwerten intakter Extremititen signifikant
(Figur a). Die grossten Epidermiszellen lassen sich im
untersuchten Zeitraum an der Regeneratspitze (D) nach-
weisen, und um den 7. Tag findet man hier maximale
Volumenzunahme. Aus den Flichendaten ldsst sich be-
stimmen, dass diese Zellen ihr Volumen etwa verdoppelt
haben. Auch im Bereich der Amputationsstelle (A)

zeigen die Zellen eine deutliche Vergrésserung, jedoch
nicht in einem solchen Ausmass wie die distalen Zellen.
An der Extremitdtenbasis (P) findet man in den ersten
sechs Tagen Werte wie in der unbeeinflussten Epidermis.
Danach kénnen auch in diesem Bereich die Auswirkungen
der Wundsetzung an Hand von Zellvergrdsserungen
nachgewiesen werden. Nach dem 10. Tag vermindern die
vergrosserten Epidermiszellen wieder kontinuierlich ihr
Volumen, und es ist ersichtlich, dass sich die Unter-
schiede mit zunehmender Differenzierung des Re-
generates nivellieren. Die Volumenzunahme der Epider-
miszellen beruht auf einer Vergrésserung der Zellkerne
und — in weitaus grosserem Masse — auf einer Zunahme
des Zytoplasmas. Nach dem DEeLEssEschen Prinzip®
lasst sich aus den Anschnitten angenihert das Volumen-
verhéltnis von Kern und Zytoplasma bestimmen (siche
Figur b).

In der Basalschicht der unbeeinflussten Epidermis der
Extremitidt nimmt der Zellkern etwa 2/, des gesammten
Zellvolumens ein, das Volumenverhiltnis ist also an-
nidhernd 2. Dieses Verhiltnis verringert sich nach der
Amputation in allen drei Messbereichen kontinuierlich bis
zum 10. Tag und betrdgt bei maximal vergrosserten
Zellen (D) anndhernd 1,0; Kern und Zytoplasma nehmen
also in diesen Zellen etwa gleiches Volumen ein. Nach dem
10. Tag nimmt - besonders deutlich an der Extremititen-
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