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Summary. Trembler mouse motor innervation.

The effects on muscle fibres and particularly on their motor end-plates, by axons
whose Schwann cells fail to form and maintain a normal myelin sheath, were examined by
morphological and biochemical techniques. In the soleus (slow type), the innervation area
was more extensive along the muscle fibre ; the most frequent modifications were :
abnormal axonal branching pattern, swellings of the terminal branches and terminal and
preterminal sprouting. Additional clusters of ACh receptors were frequent and AChE
activity was unaffected. In the fast part of the gastrocnemius, neuromuscular junctions
were slightly affected : sprouting was slight and all the muscle fibres had a single cluster of
AChE receptors ; AChE activity was modified.

In trembler mouse, the alteration of axon-Schwann cell relationships interacted with
the regulatory processes ensuring the maintenance and stability of muscle fibre innervation.

Introduction.

La mutation murine Trembler, décrite en 1951 par Falconner, correspond &
un caractére dominant porté par le chromosome 11 (Guénet, 1980). Elle est carac-
terisée par une déficience de la myélinisation dans le systéme nerveux périphérique.
La gaine de myéline des axones est anormalement mince dans les nerfs périphéri-
ques, chez les animaux adultes (Ayers et Anderson, 1976 ; Low, 1976). En outre,
ces axones présentent une succession de segments myélinisés et non-myélinisés
et sont entourés, a I'exclusion des fibres de Remak, par des figures dites en
« bulbe d’oignon » et par d'abondantes fibres de collagéne (Ayers et Anderson,
1973). L'origine de la neuropathie, chez la souris Trembler, est purement schwan-
nienne ; elle résulte de I'incapacité des cellules de Schwann a former et & mainte-
nir une gaine de myéline normale (Aguayo et al., 1977, 1979).

Récemment, nous avons montré que les anomalies de myélinisation des nerfs
moteurs périphériques étaient accompagnées par des modifications considérables
de I'innervation motrice des fibres musculaires (Koenig et a/., 1980}. Nos observa-
tions, confirmées par Duchen et a/. (1980), indiquent que les modifications patho-
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logiques sont plus importantes dans les muscles & fibres de type lent que dans
ceux de type rapide.

I nous a donc paru intéressant d’effectuer une analyse morphométrique
comparée de l'innervation motrice dans le muscle soléaire, a fibres de type lent et
dans la partie superficielle du muscle gastrocnémien ol prédominent des fibres de
type rapide (Duchen, 1970}, chez les souris Trembler et témoins.

Matériel et méthodes.

Les muscles soléaire et gastrocnémien (partie « rapide ») ont été prélevés
chez 37 souris Trembler (B6D2Tr) et 37 témoins (B6D2+ ) adultes et traités pour
la mise en évidence des marqueurs morphologiques et biochimiques des synapses
neuromusculaires {Koenig, 1979). Les terminaisons nerveuses motrices ont été
imprégnées par des sels d’'argent {méthode de Bielschowsky, modifiée par Gros et
Schultze, 1918). Les gouttiéres synaptiques des plaques motrices ont été visuali-
sées par la mise en évidence de leur activité cholinestérasique (méthode de Koelle
et Friedenwald, modifiée par Couteaux et Taxi, 1952). Les agrégats de récepteurs
a l'acétylcholine (R-ACh) ont été révélés par radioautographie aprés incubation
avec de I'a-bungarotoxine-1'?® ('%5]-BTx) sur des fibres musculaires préalablement
isolées par dissociation (J. Powell, technique non publiée). Chaque muscle a été
traité par deux des techniques indiquées ci-dessus. L’activité spécifique de
I'acétylcholinestérase a été mesurée, biochimiquement, par la méthode d’'Ellman
et al. {1961) et les formes moléculaies de cette enzyme ont été séparées par ultra-
centrifugation en gradient de saccharose (Bon et a/., 1979).

L’analyse morphomeétrique a été effectuée a I'aide d’'un micromeétre oculaire
pour mesurer la longueur : 1) des zones d'innervation, sur des coupes & congéla-
tion de 40 a4 50 um d'épaisseur ; 2) des gouttieres synaptiques, sur des fibres
musculaires dissociées et 3) des agrégats de R-ACh, sur des fibres isolées. Le
nombre et la longueur totale de rameaux des arborisations terminales ont été
mesurés par projection des préparations sur I'écran d'un analyseur d‘images Kon-
tron (MOP), a I'aide d’une chambre claire. L'extréme polymorphisme des anoma-
lies de I'innervation motrice des fibres d'un méme muscle, que I'on observe aprés
les imprégnations argentiques (Koenig et al.,, 1980), nous a incité a effectuer
I'analyse morphométrique sur les seules fibres qui ne présentent qu’une seule
place motrice dont |'aspect est comparable au témoin.

Résultats.

1. Terminaisons nerveuses motrices. — Dans les muscles que nous avons
examinés, les plagues motrices sont toutes' remaniées. Le diameétre des rameaux
terminaux est irrégulier (fig. 2 et 4) ; de nombreux « empatements » sont obser-
vés, sur un méme rameau ou, plus fréquemment, aux points de bifurcation des
rameaux (fig. 2, 3 et 4). La disposition spatiale de la ramure terminale, relative-
ment semblable dans le Gastrocnémien (partie rapide) a celle du témoin (fig. 1 et
2), est le plus souvent désorganisée dans le Soléaire (fig. 3 et 4). L'ensemble de
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ces modifications sont observées pour les fibres qui ont une innervation « sim-
ple », a plaque motrice unique (90 p. 100 pour le Gastrocnémien et 60 p. 100 pour
le Soléaire (")) et pour les fibres dont I'innervation est « complexe ». Il s’agit alors
de fibres qui présentent plusieurs arborisations terminales (fig. 4), de fibres a
innervation géante ou de fibres qui recoivent des rameaux résultant d'un « sprou-
ting » préterminal ou terminal {(Koenig et a/., 1980).

Dans le muscle gastrocnémien (partie rapide), le diametre des fibres musculai-
res et la longueur des zones d’innervation (de 14,4 & 38,4 um) sont similaires chez
le Trembler et le témoin (tabi. 1). Toutefois, le nombre et la longueur totale des
rameaux terminaux subissent un accroissement faible, mais significatif (environ
35p. 100 ; p < 0,01 ; tabl. 1). En comparaison, les modifications de l'innervation
motrice dans le muscle soléaire du mutant sont quantitativement plus importan-
tes. Alors que les fibres ont un diameétre identique chez le Trembler et le témoin,
la longueur des zones d’innervation varie de 19,2 3 43,2 um chez le témoin et de

TABLEAU 1

Analyse morphométrigue : muscle gastrocnémien (partie rapide)

Mesures effectuées (exprimées en um) Trembler Témoin R_?rp/r_:'%rt

Diametre des fibres musculaires (2) ........... 457 + 9,5 46,0 + 84 0,99
(171) (51)

Longueur des gouttiéres synaptiques (2) ....... 343+ 7,2 31,3+ 66 1,1
(171) (51}

Longueur de la zone d’innervation (1) ......... 26,6 + 59 28,0 + 57 ) 0,95
{140) (47}

Longueur des rameaux terminaux (1) ......... 101,8 + 27,4 74,4 + 20,1 1,36
(140) (47)

Nombre de rameaux des arborisations ter-

minales (1) ... ... i 54+ 12 40 + 1 1,356
{140) (47)

Longueur des agrégatsde R-ACh (3) .......... 31,3+ 6,3 32,7+ 4,0 0,95
(114) (52)

Les chiffres correspondent, pour chaque cas, a la moyenne des mesures ( + déviation standard)
effectuées sur toutes les fibres examinées (nombres entre parenthéses).

(") Mesurée sur des coupes de 40-50 um imprégnées par des sels d’argent ; {2) mesurée sur des
fibres dissociées aprés visualisation de I'activité AChEsique ; (3) mesurée sur des radioautographies de
fibres isolées aprés incubation avec 125-BTx.

(1) 830 fibres du Gastrocnémien et 1 290 du Soléaire ont été examinées.
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33,6 a 81,6 um chez le Trembler. Le nombre des rameaux et leur longueur totale
sont augmentés d'environ 2 fois (p < 0,01 ; tabl. 2).

2. Gouttiéres synaptiques. — La détection histochimique de I'activité choli-
nestérasique des plaques motrices, qui permet de visualiser les gouttiéres synapti-
qgues, montre que dans les 2 muscles du Trembler examinés, on ne trouve & de
rares exceptions prés, qu‘une seule plague motrice par fibre musculaire. Dans le
muscle gastrocnémien du mutant, les gouttiéres synaptiques ont I'aspect en cou-
ronne qui caractérise les plaques motrices des Mammiféres. Par contre, dans le
muscle soléaire les gouttiéres sont généralement plus longues que chez le témoin,
en moyenne de 40 p. 100 (fig. 5 ; tabl. 2).

3. Récepteurs a l'acétylcholine. — Chez le Trembler, toutes les fibres du
muscle gastrocnémien présentent un seul agrégat {(cluster} de récepteurs a
I'acétylcholine, dont les longueurs ne sont pas significativement différentes de
celles mesurées dans le muscle témoin (tabl. 1). Dans le muscle soléaire, 60 p.
100 des fibres seulement ont un agrégat unique de R-ACh ; les longueurs de ces
agrégats sont, en moyenne, supérieures de 40 p. 100 & ceux du muscle témoin
{p < 0,01 ; tabl. 2). Sur les autres fibres du muscle, on dénombre de 1 a 4 agré-
gats additionnels, séparés par des distances variables ; leur longueur totale est, en
moyenne, mulitipliée par un facteur 2 (fig. 6 ; tabl. 2).

4. Activité AChE et formes moléculaires. — Chez les souris Trembler et
témoins, l'activité spécifique de I'acétylcholinestérase est pratiguement identique
dans les muscles soléaires et gastrocnémien (celui-ci étant prélevé en totalité) : de

FIG. 1. — Plagque motrice : muscle gastrocnémien de souris témoin. La forme ramassée de |'arbori-
sation terminale est caractéristique des jonctions neuromusculaires chez les mammiféres. Méthode
de Bielschowsky-Gros (gross. x 600).

FIG. 2. — Terminaison nerveuse : muscle gastrocnémien de souris Trembler. Observer le remaniement
de sa morphologie, le grand nombre de rameaux et les épaississements caractéristiques (fléche).
Méthode de Bielschowsky-Gros (gross. x 360).

FIG. 3. — Terminaison nerveuse : muscle soléaire de souris Trembler. On note un allongement de
I'arborisation terminale et une disposition inhabituelle des rameaux. La longueur de la zone
d’innervation a été mesurée entre les fleches. Méthode de Bielschowsky-Gros (gross. x 360).

FIG. 4. — Terminaisons nerveuse « complexes »: muscle soléaire de souris Trembler. La
fibre musculaire du bas présente deux plaques motrices. Méthode de Bielschowsky-Gros
(gross. x 360).

FIG. 5. — Gouttiéres sous-neurales : muscle soléaire de souris Trembler. Activité AChE (méthode
de Koelle) (gross. x 430). Les deux plaques motrices sont plus allongées que chez le témoin
{voir tabl. 2).

FIG. 6. — Agrégats de récepteurs a l'acétylcholine : muscle soléaire de souris Trembler. Radio-

autographie aprés incubation avec I'1251-BTx (gross. x 230). La fibre musculaire présente deux
agrégats, celui de gauche a une longueur voisine de celle des témoins, celui de droite est caracté-
ristique de I'aliongement observé chez le Trembler.
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méme le pourcentage des formes asymétriques de I'enzyme (A 8 + A 12) ne
change pas dans le soléaire du mutant. Par contre, comparée au témoin, |'activité
des formes A 8 et A 12 est augmentée d’environ 45 p. 100 dans le muscle gas-
trocnémien du Trembler.

TABLEAU 2

Analyse morphométrique : muscle soléaire

Mesures effectuées (exprimées en um) Trembler Témoin R.??/Ql%n
Diametre des fibres musculaires (2) ........... 356+ 95 334+ 76 1,06
(161) (50)
Longueur des gouttiéres synaptiques (2) ....... 50,4 + 11,7 39+ 73 1,48
(161) (50)
Longueur de la zone d'innervation (1) ......... 54,0 + 10,1 278+ 71 1,94
(106) (56)
Longueur des rameaux terminaux (1) ......... 203,4 + 54,0 93,9 + 25,7 2,16
(106) (56}
Nombre de rameaux des arborisations ter-
minales (1) ..o 88 + 24 37+ 1,3 2,37
(106) (56)
Longueur des agrégats uniques de R-ACh (3) .. 44,6 + 17 32,7 + 8,34 1,36
(95) (54)
Longueur totale des agrégats muitiples de
RACh () ... 66,62 0
(64)

Les chiffres correspondent, pour chaque cas, & la moyenne des mesures (+ déviation standard)
effectuées sur toutes les fibres examinées (nombres entre parenthéses).

(") Mesurée sur des coupes de 40-50 um imprégnées par des sels d’argent ; (2} mesurée sur des
fibres dissociées aprés visualisation de I'activité AChEsique ; (3) mesurée sur des radioautographies de
fibres isolées aprés incubation avec 125|-BTx.

Conclusions et discussion.

Les résultats quantitatifs que nous avons obtenus confirment que les rela-
tions nerf-muscle dépendent d’interactions complexes dans lesquelles la nature
des fibres musculaires, comme I'axone motéur, jouent un rble important.

Dans fe muscle gastrocnémien du Trembler, la pousse axonale anarchique,
que l'on observe dans le soléaire (sprouting terminal et pré-terminal, multi-
innervation), est rare. Dans la majorité des fibres de ce muscle, la surface synapti-
que (déterminée par la mesure des 3 marqueurs morphologiques : zone d’innerva-
tion motrice, gouttiéres synaptiques et agrégats de R-ACh) n’est pas modifiée
{(tabl. 1). L’accroissement, dans des proportions comparables, de la longueur de la
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ramure terminale et des formes asymétriques de I’AChE, suggeére que ces formes
seraient, non seulement induites par les neurones (Vigny et al.,, 1976 ; Koenig,
1979), mais que leur taux serait directement lié & 'abondance des rameaux axoni-
ques enchassés dans la gouttiére synaptique.

Dans le muscle soléaire du Trembler, les ramures terminales des axones
moteurs, pour les fibres 3 innervation unique, occupent une surface plus grande
(longueurs doubles ; tabl. 2) que la surface synaptique {augmentation d’environ
40 p. 100 des gouttiéres et des agrégats de R-ACh ; tabl. 2). Les rameaux excé-
dentaires émis par I'axone, hors de la plaque motrice, ne semblent donc pas capa-
bles d’induire la formation des différenciations post-synaptiques (qui caractérisent
les jonctions neuromusculaires), ni I'augmentation des formes asymétriques de
I'AChE (rapport Trembler/ Témoin = 1). Cette interprétation est corroborée par le
fait que 40 p. 100 des fibres du soléaire présentent une innervation « complexe »,
souvent multiple, alors que la présence de plusieurs gouttiéres sur la méme fibre
musculaire est exceptionnelle.

En conclusion, I'analyse comparée des muscles soléaire et gastrocnémien
chez la souris Trembler indique : 1) que la formation de ramifications « com-
plexes » des axones moteurs est liée & la nature des fibres qui constituent les
muscles ; 2) que I'agrégation additionnelie de récepteurs 3 'ACh est induite par
les arborisations terminales excédentaires ; 3) que ces arborisations inhabituelles
ne sont pas capables d’induire de nouvelles focalisations de 'AChE ni d'augmen-
ter le taux de ses formes asymétriques ; 4) que lorsque la ramure est accrue a
I'intérieur des plaques motrices normales, elle détermine une augmentation pro-
portionnelle des formes asymétriques de I'AChE.

7¢ Réunion du groupe Développement |.N.R.A.,
Nouzilly/ Tours, 14-15 mai 1981.
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