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Summary. Regulation of synaptogenesis in adult skeletal muscle.

Several behaviors that axons exhibit during reinnervation of adult skeletal muscle
demonstrate that they are guided by cues that the muscle provides. For example, axons
form synapses on denervated but not on normally innervated muscle fibers; axons
selectively reinnervate original synaptic sites on denervated muscle fibers ; regenerating
axons become specialized for synaptic transmission only in regions where they contact
muscle fibers ; and motor axons prefer to reinnervate muscles derived from matching levels
of the body’s rostro-caudal axis. This chapter describes these phenomena and summarizes
progress toward identifying the soluble, membrane-bound, and extracellular matrix
molecules that underly them.

Introduction.

Au cours de leur croissance, les axones utilisent plusieurs voies extrinségues
pour déterminer ou et quand établir des synapses. Les neurobiologistes du
développement ont a répondre aux questions fondamentales : quelles sont ces
voies ? ol sont-elles situées ? comment leur expression est-elle modulée ? Pour
y parvenir, nous avons choisi d'étudier la jonction neuromusculaire des vertébrés.
En effet, la jonction neuromusculaire est peut-étre la plus simple et certainement
la mieux connue de toutes les synapses, quantité d’'informations étant disponibles
quant a leur structure, leur fonction et leur développement. De plus, la spontanéité
de la réinnervation musculaire aprés lésion permet d'étudier la formation
synaptique sur un systéme postembryonnaire pratique. Cet exposé rend compte
de nos travaux effectués sur les facteurs guidant les axones lors de la réinnervation
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des muscles squelettiques, et les situe dans le contexte du grand nombre d’'études
réalisées par d'autres groupes sur ce sujet.

Réinnervation précise aux sites synaptiques primitifs.

Les fibres musculaires énervées évoluent selon plusieurs axes : elles s'atro-
phient, acquiérent de nouvelles propriétés métaboliques, électriques et contrac-
tiles, et les récepteurs a l'acétylcholine (AChRs) se répandent sur toute leur
surface. Néanmoins, les sites synaptiques primitifs conservent nombre de leurs
propriétés spécifiques et demeurent identifiables plusieurs mois aprés la dégé-
nérescence des terminaisons nerveuses. Ainsi, les AChRs demeurent concentrés
au niveau de la membrane synaptique a une densité voisine de 10%/um?, alors
méme que de nouveaux récepteurs sont insérés sur la membrane extrasynaptique
a une densité de 10%-103/um? (Salpeter and Loring, 1985). De méme, les
digitations membranaires qui s'invaginent dans la membrane postsynaptique et
les amas de noyaux associés avec la plaque motrice persistent. Tello (1907) fut
le premier & rapporter que les axones en régénération formaient de nouvelles
jonctions neuromusculaires de préférence sur ces sites synaptiques primitifs.
Cette découverte a été confirmée depuis sur les muscles d'amphibiens, d’oiseaux
et de mammiféres réinnervés soit par leur propre nerf, soit par un nerf différent
(Gutmann and Young, 1944 ; Aitken, 1950 ; Landmesser, 1972 ; Bennett and
Pettigrew, 1976 ; Letinsky et a/. 1976). Bien que les axones puissent parfois
former des synapses « ectopiques » sur des zones initialement extrasynaptiques
des fibres musculaires (fig. 1 ; voir ci-dessous), la réinnervation précise aux sites
primitifs est généralement la régle, et la spécificité topographique de ce processus
est remarquable. Ainsi, dans les muscles de grenouille réinnervés aprés écrase-
ment de leur nerf, plus de 90 % des sites synaptiques primitifs sont réinnervés et
plus de 95 % des contacts nerf-muscle formés se situent aux sites originels, bien
que ces sites occupent moins de 0,1 % de la surface de la fibre musculaire (Sanes
et al., 1978). Ces résultats attestent donc I'existence de facteurs concentrés aux
sites synaptiques primitifs, susceptibles d’'étre reconnus par les axones en
régénération.

Certains de ces facteurs sont associés avec la lame basale (LB) qui s’'intercale
dans la fente synaptique a la jonction neuromusculaire. Les expériences amenant
a cette conclusion sont résumées sur la figure 2. Les muscles sont énervés, |ésés
mécaniquement de facon a provoquer la dégénérescence des fibres, et traités aux
rayons X pour empécher la régénération de nouveaux tissus musculaires. Les
enveloppes de LB des fibres musculaires survivent a ces traitements, et les sites
synaptiques primitifs peuvent étre identifiés sur la LB méme aprés dégéneé-
rescence de tous les éléments cellulaires. Les axones régénérant vers la région
lésée contactent les gaines de lame basale, et plus de 95 % des contacts détectés
par microscopie électronique sont situés avec précision aux sites synaptiques
originels. Ainsi, la réinnervation est topographiquement aussi sélective en
I'absence de cellule musculaire gu’en leur présence (Sanes et al., 1978). De plus,
les parties de l'axone qui contactent la LB synaptique se différencient en
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FIG. 1. — Les axones réinnervent de préférence les sites synaptiques originels (Q) dans les muscles

énervés, mais peuvent former dans certains cas des synapses ectopiques (E). Dans les muscles

innervés, les axones implantés forment peu ou pas de synapses (d'aprés Sanes and Covault,
1985).
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FIG. 2. — Schéma de ['expérience démontrant un réle de la lame basale synaptique dans la
régénération des synapses. N, terminaison nerveuse ; M, fibre musculaire ; F, digitation jonction-

nelle ; R, récepteur de I'acétylcholine ; BL, lame basale ; Mb, cellule satellite myoblastique. Voir le
texte pour explications (d'aprés Sanes and Chiu, 1983).

terminaisons nerveuses, selon plusieurs critéres : morphologiques, électriques et
immunohistochimiques (Sanes et al., 1978 ; Glicksman and Sanes, 1983). Ainsi,
il existe des constituants de la LB synaptique reconnus par les axones en
régénération, avec lesquels ils réagissent.

Les bases moléculaires de cette spécialisation fonctionnelle ont été identi-
fiéespar voies histochimiques : de nombreux antisera et anticorps monoclonaux

marquent la LB synaptique beaucoup plus intensément que la LB extrasynapti-
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que, définissant ainsi des antigénes « synaptiques» (Sanes and Hail, 1979 ;
Anderson and Fambrough, 1983 ; Sanes and Chiu, 1983 ; Fallon et a/., 1985).
L'héparane sulfate protéoglycane est I'un de ces antigénes (Anderson and
Fambrough, 1983) ; un autre est semblable sinon identique a la protéine « agrine »
qui, selon McMahan et ses collaborateurs, provoque I'aggrégation des AChRs sur
la membrane des myotubes (Fallon et al/, 1985). Nous avons identifié une
protéine de 185 kd comme étant I'antigéne reconnu par un ensemble de quatre
anticorps monoclonaux qui tous marguent sélectivement la LB synaptique
(Hunter et a/,1987 ; fig. 3). Enfin, plusieurs anticorps monoclonaux se lient a la
LB extrasynaptique et non a la LB synaptique, définissant ainsi des épitopes
inexistants dans la fente synaptique (Sanes, 1982 ; Sanes and Chiu, 1983 ;
Gatchalian et a/, 1985). Il n'a pas encore été démontré que ces molécules
concentrées (ou absentes de) a la LB synaptique représentaient un signal
susceptible d’étre reconnu par les axones. Cependant, des travaux en ce sens sont
en cours, et des tests biologiques tels que ceux que nous décrirons plus loin
permettent de déterminer le réle des antigenes reconnus par les anticorps déja en
notre possession.

16—

FIG. 3. — Des anticorps monoclonaux contre certains constituants de la LB sont concentrés aux sites
synaptiques (a) (b correspond au méme champs marqué a I'z-bungarotoxine rhodaminée qui se
lie aux AChRs, marquant ainsi les sites synaptiques) ou bien sont distribués sur 'ensemble de la
LB des fibres musculaires (c). a-c sont des sections au cryostat de muscles de rats adultes
marquées par immunofluorescence ; d montre un Western blot d’un extrait de LB réagissant avec
I'anticorps marquant en a. |l apparait une bande immunoréactive majeure voisine de 185 Kd.
Echelle a-¢ = 20 pm.

Parallélement aux études immunologiques, nous avons aussi utilisé des
lectines afin d’analyser les glycogonjugués de la LB synaptique (Sanes and
Cheney, 1982). Un grand nombre de lectines sont connues pour leur liaison
hautement spécifique avec une fraction mono- ou oligosaccharidique caracté-
ristique ; conjuguées a un fluorophore, elles représentent de remarquables sondes
histochimiques de la structure des glucides. De nombreuses lectines marquent a
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la fois la LB synaptique et extrasynaptique, mais au moins deux se lient
spécifiquement a la LB synaptique. Ces deux lectines, I'aglutinine de Dolichos
biflorus (DBA) et I'isoaglutinine B4 de Vicia villosa (VVA) sont spécifiques des
résidus terminaux N-acétylgalactosamine (GalNAc), démontrant donc que le
glucide synaptique se termine en un GalNAc ; comme ['ont montré des analyses
complémentaires, celui-ci est dans une configuration S-anomérique, relativement
inhabituelle. En utilisant ces lectines en chromatographie d’affinité, nous avons
trouvé que la forme a queue collagénique (asymétrique) de I'acétylcholinestérase
— que l'on savait déja étre concentrée a la LB synaptique — est une molécule qui
porte des résidus terminaux SGalNAc. Fait intéressant, d’autres molécules
synaptiques bien moins caractérisées, dont un glycolipide de la membrane
postsynaptique, portent aussi ce glucide synaptique. Ces résultats montrant qu’au
moins deux (et probablement davantage) molécules spécifiques de la synapse
comportent un glucide synaptique suggérent que ce dernier joue un rble dans la
formation ou la fonction de la synapse. Des données apportées par d'autres
systémes suggérent que les glucides pourraient servir de marqueurs de recon-
naissance synaptogénique, possibilité qui pourrait étre testée a la jonction
neuromusculaire.

Aptitude et résistance a la formation des synapses.

Si un nerf moteur est coupé et son extrémité distale suturée dans un muscle
squelettique, ses axones survivent et se ramifient localement mais ne forment pas
ou peu de synapses sur les fibres musculaires innervées qu’ils rencontrent. Si par
la suite, le nerf propre du muscle est sectionné, les axones croissent bien
davantage et forment rapidement des synapses. Ces observations, rapportées
pour la premiére fois par Elsberg (1917) et plusieurs fois confirmées depuis (voir
Aitken, 1950 ; Jansen et al/, 1973 ; Weinberg et a/, 1981), montrent que les
muscles sont capables de contréler leur aptitude a la formation synaptique selon
I’état de leur innervation. Bien que, comme nous I'avons vu précédemment, le nerf
implanté forme préférentiellement des plaques motrices aux sites synaptiques
primitifs, les axones peuvent former, dans les muscles de mammiféres au moins,
des synapses nouvelles ou «ectopiques » s’ils sont implantés loin des sites
synaptiques ou si ceux-ci leur sont rendus inaccessibles. Ce phénoméne de la
synaptogenese « ectopique » indique que la résistance a la formation synaptique
des fibres musculaires innervées n’est pas due seulement a |'occupation physique
d’'un seul site compétent, mais correspond plutét & une propriété s’'étendant sur
toute la longueur de la fibre musculaire.

Comment la fibre musculaire informe-t-elle le nerf de sa prédisposition a
I'innervation ? Il parait vraisemblable que les muscles innervés ou énervés (ou des
muscles actifs ou inactifs) produisent en quantités différentes certain(s) facteur(s)
influencant les axones. Dans cet ordre d’idée, les AChRs sont concentrés au
niveau de la membrane postsynaptique, et les ARNms de leurs sous-unités sont
localisés dans les zones synaptiques (Merlie and Sanes, 1985). Aprés énervation,
le niveau des ARNms des AChRs augmente (Merlie et al., 1984 ; Goldman et a/.,
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1985 ; Klarsfeld and Changeux, 1985 ; Covault et a/, 1986), et de nouveaux
AChRs sont synthétisés et insérés sur toute la surface de la fibre musculaire. Le
contréle neural de la synthése des AChRs s'effectue en grande partie par
'intermédiaire de I'activité musculaire, puisqu'on observe des AChRs extrasy-
naptiques sur des muscles innervés mais paralysés, et non sur des muscles énervés
stimulés directement. De méme, les axones implantés peuvent former des
synapses « ectopiques » sur des muscles innervés et paralysés, mais non sur des
muscles énervés et stimulés (Jansen ef a/., 1973). Nous avons proposé que les
génes des sous-unités des AChRs constituent les membres d'une « famille de
génes spécifiques de la synapse » transcrits de préférence par les noyaux associés
a la plaque motrice des muscles actifs, et dans les noyaux non synaptiques lorsque
les muscles deviennent inactifs (Merlie and Sanes, 1985, 1986). 1l est tentant de
penser que les génes qui codent pour les facteurs neuroactifs contrélant 'aptitude
musculaire a l'innervation soient membres de cette famille, et que leur expression
soit modulée parallelement a celle des AChRs.

Un tel facteur pourrait étre un facteur de croissance scluble provoquant la
régénération des axones moteurs. L'hypothése de |'existence d'un tel facteur a été
faite il y a quelques années, a partir d'études menées sur le « Nerve Growth
Factor» (NGF) que les tissus cibles sensitifs et sympathiques utilisent pour
contréler leur innervation. En fait, plusieurs groupes ont montré que des extraits
de muscles, ou des milieux gu’ils ont conditionnés, peuvent augmenter la survie
et la différenciation des motoneurones en culture, ces extraits étant plus actifs
lorsqu’ils sont préparés a partir de muscles en développement ou énervés
(Henderson et al., 1983 ; Slack et a/., 1983 ; Nurcombe et a/., 1984). Paralléle-
ment, des anticorps préparés contre un de ces facteurs peuvent bloquer
partiellement le bourgeonnement axonal lorsqu’ils sont injectés dans des muscles
adultes paralysés (Gurney et al, 1986). Ainsi, la synthése accrue et/ou la
sécrétion d'un « Motor Nerve Growth Factor» par les muscles énervés ou
paralysés pourraient stimuler la croissance axonale et de ce fait favoriser la
réinnervation.

Plusieurs observations faites sur le contréle de la formation des synapses
« ectopiques » (Sanes and Covault, 1985), et la nécessité d’'interactions avec la
surface cellulaire lors de la synaptogenése, suggérent que les muscles utilisent des
molécules situées a la surface de la cellule aussi bien que des facteurs solubles
pour moduler leur aptitude a lI'innervation. La « Neural Cell Adhesion Molecule »
(NCAM) représente une postulante majeure pour ce role. Deux séries de données
étayent cette suggestion. Premiérement, les niveaux de la NCAM /n vivo sont
modulés en paralléle avec la prédisposition des fibres musculaires a I'innervation
(Rieger et al., 1985 ; Covaultand Sanes, 1985-1986 ; Covaultet a/,, 1986 ; Moore
and Walsh, 1986 ; Cashman et al, 1987). Les myotubes embryonnaires sur
lesquels des synapses se forment facilement sont riches en NCAM ; la NCAM
disparait au cours de la période périnatale, et est pratiquement absente des zones
extrasynaptigues des fibres musculaires adultes, qui sont réfractaires a I’hyperin-
nervation : cependant, la NCAM demeure concentrée (a et) prés de la membrane
postsynaptique du muscle adulte. Apres énervation, le muscle étant a nouveau
réceptif a I'innervation, la NCAM réapparait sur toute la fibre musculaire, une
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induction qui est accompagnée et est certainement due a I'augmentation des
ARNms de la NCAM (fig. 4) ; de méme la paralysie induit une accumulation de
NCAM. Dans les muscles énervés ou paralysés, la NCAM apparait non seulement
dans les fibres musculaires mais aussi dans des zones interstitielles situées entre
les fibres, point que nous discuterons pius loin. De plus, la NCAM est abondante
sur le cone de croissance des axones moteurs en régénération, qui sont ainsi
capables via un mécanisme de liaison homophile, de réagir a la NCAM
musculaire. Enfin, la NCAM disparait des zones extrasynaptiques des fibres
musculaires (et des zones interstitielles) lorsque le muscle est réinnervé et perd sa
capacité a former des synapes.

FIG. 4. — Aprés énervation, les quantités de NCAM et de leur ARN augmentent dans les muscles
squelettiques : par immunoflorescence (a), Western blot (b) et Northern blot (c). «1» et « D »
correspondent respectivement aux muscles innervés et énervés (b et ¢, d'aprés Covault et a/.,
1986). Echelle en a = 50 pm.

Le deuxiéme point étayant le role médiateur de la NCAM dans les interactions
nerf-muscle découle d'expériences utilisant des anticorps. Bien qu’aucune de ces
études n‘ait été effectuée /n vivo, deux équipes ont montré que de I'anti-NCAM
pouvait perturber les interactions nerf-muscle /n vitre. Un point de désaccord
existe entre ces deux groupes, I'un (Grumet et a/., 1982 ; Rutishauser et a/., 1983)
trouvant des effets avec I'anti-NCAM seul, I'autre (Bixby and Reichardt, 1987 ;
Bixby et a/., 1987) rapportant que I'anti-NCAM n’est efficace que combiné avec
des anticorps contre d'autres systemes d'adhérence. Ce dernier résultat suggére
que la NCAM n’est seulement qu'un des systémes d’adhérence participant aux
interactions nerf-muscle, conclusion en accord avec les études sur la LB
précédemment décrites, et par le fait qu'un complexe d’adhérence laminine-
héparane sulfate protéoglycane situé a la surface des fibres musculaires innervées
augmente apres énervation (Chiu et al, 1986). Quoiqu’il en soit, il n'en
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demeure pas moins une hypothése a tester de facon plus approfondie sur le rble
de la NCAM, une des molécules susceptible d’étre utilisée par les muscles pour
informer les nerfs sur leur aptitude a I'innervation.

Comment les axones retrouvent-ils les sites synaptiques primitifs ?

L'ensemble des résultats exposés dans les paragraphes précédents souléeve
une nouvelle question: si les axones sont capables de former des synapses
« ectopiques », comment retrouvent-ils le minuscule site synaptique primitif qu’ils
réinnervent préférentiellement ? Le probléme n’est pas simple puisque ces sites
occupent seulement 0,1 % de la surface de la fibre musculaire, et si ce processus
de recherche s’effectuait au hasard, les filopodes des axones moteurs en
régénération ne rencontreraient pas fréquemment ces sites. En fait, il y a au moins
trois mécanismes potentiels susceptibles d'intervenir pour accroitre la spécificité
topographique de la réinnervation, en relation avec les constituants de la LB
synaptique.

Un premier type de guidage est di aux gaines de tissu conjonctif des nerfs
intramusculaires. Alors que les parties distales de I'axone moteur dégénérent
aprés axotomie, les cellules de soutien et le tissu conjonctif des nerfs survivent.
Les axones en régénération retournent généralement a la surface des fibres
musculaires a |'intérieur de ces troncs nerveux, et sont de ce fait conduits aux
régions synaptiques primitives (voir Gutmann and Young, 1944). Les axones
peuvent traverser un certain espace pour pénétrer dans |'extrémité sectionnée
d’un segment nerveux, ce qui suggeére que des cellules situées a I'intérieur du bout
distal du nerf libérent un facteur soluble attirant les axones (Ramon y Cajal, 1928 ;
Kuffler, 1986). Une fois dans le nerf, les axones en régénération croissent, et
adhérent certainement a la LB des tubes endoneuraux (cellule de Schwann, voir
Ide et a/, 1983; Scherer et Easter, 1984). Les études effectuées in vitro sur
I’'extension axonale sur des substrats de type LB suggérent que le constituant actif
de la LB est un complexe laminine-héparane sulfate protéoglycane (Davis et a/.,
1985 ; Lander et a/., 1985 ; Chiu et al., 1986) reconnu par un récepteur cellulaire
de la membrane neuritique (Bozyczko et Horwitz, 1986) nommé « Integrine »
(Hynes, 1987). Ainsi, les troncs nerveux contiennent a la fois des molécules
solubles et des molécules de la matrice extracellulaire susceptibles d’orienter la
croissance axonale.

Une deuxiéme voie de guidage axonal découle des études immunohistochi-
miques faites sur des muscles énervés. Quatre molécules d’adhérence s’accumu-
lent dans les zones interstitielles proches des sites synaptiques au cours des
premiers jours suivant I'énervation : ce sont les J1, NCAM, fibronectine et un
héparane sulfate protéoglycane (Sanes et a/. 1986). Les dépodts interstitiels
représentent seulement une fraction minime du contenu intramusculaire des trois
derniéres molécules : comme nous I'avons déja signalé, fibronectine et héparane
sulfate protéoglycanes sont des constituants normaux de la LB, a la fois dans les
muscles innervés et énervés, alors que la NCAM n’apparait sur I'ensemble de la
surface des fibres musculaires qu’aprés énervation. Néanmoins, I'immunofluo-
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rescence montre clairement que ces molécules s'accumulent a |'extérieur des
fibres musculaires énervées et que les dépots interstitiels sont concentrés prés des
synapses. La situation est plus complexe en ce qui concerne J1. La J1 a été
identifiée chez les murins comme une molécule intervenant dans I'adhérence des
neurones centraux avec les astrocytes (Kruse et a/., 1985), et elle est vraisem-
blablement trés proche sinon identique a la « cytotactine » (Grumet et a/., 1985)
et & la « ténascine » (Chiquet-Ehrismann et a/., 1986), deux molécules trouvées
chez les oiseaux. La J1 est pratiquement indétectable dans les muscles normaux,
tandis que dans les muscles énervés, elle est concentrée aux zones interstitielles
périsynaptiques dont elle peut représenter un excellent marqueur. Puisque les
axones en régénération traversent ces zones en approchant des sites synaptiques
primitifs, il parait vraisembiable qu’ils rencontrent des dépots de macromolécules
d'adhérence et que leur croissance puisse étre ainsi guidée.

Des études récentes sur l'origine des dépéts interstitiels de molécules
d’adhérence laissent penser que leur synthése s’effectue, au moins en partie, au
niveau d'une population de fibroblastes proliférant aprés énervation dans les
zones périsynaptigues. Les fibroblastes sont peu abondants dans les muscles, et
on sait depuis peu de temps gue I'énervation stimule leurs divisions (Murray and
Robbins, 1982). Récemment, Connor and McMahan (1987) ont montré que ces
divisions — et subséguemment le nombre de fibroblastes — sont plus nombreu-
ses prés plutdt que loin des plagues motrices, résultats que nous avons confirmés
sur le muscle de rat (fig. 5; Gatchalian and Sanes, 1987). L'immunohistochimie
en microscopie électronique révele que la NCAM interstitielle est située a la
surface de ces cellules, tandis que la J1 est associée avec les fibrilles de collagéne
contigués aux processus fibroblastiques. En utilisant des méthodes d'immuno-
fluorescence et d'immunoprécipitation, nous avons trouvé que des fibroblastes
cultivés, issus de muscles énervés, synthétisent les NCAM, J1, fibronectine et
héparane sulfate protéoglycanes (fig. 6 ; Gatchalian and Sanes, 1987). On ne sait
pas encore si ces fibroblastes correspondent a un seul type cellulaire, ou si ce sont
des fibroblastes classiques réagissant a une information localisée, dépendante du
nerf. Dans I'un ou l'autre cas cependant, le fait que les fibroblastes puissent
exprimer de multiples molécules d’adhérence suggére un nouveau type de voies
susceptibles de guider les axones.

Une voie supplémentaire dans le guidage axonal découle des études faites
sur la distribution spatiale des synapses « ectopiques » formées au cours de la
réinnervation du muscle de rat. Dans le soléaire, les axones implantés forment de
nombreuses synapses « ectopigues » dans les parties distales du muscle, mais peu
de synapses dans une région de approximativement 1 mm située autour de la zone
centrale des plaques motrices originelles (Frank et a/., 1975). Un comportement
semblable a été rapporté sur le diaphragme aprés énervation néonatale (Bennett
and Pettigrew, 1974). |l est possible que ces schémas découlent de mécanismes
déja discutés: les axones qui croissent suffisamment prés du site synaptique
primitif pourraient rencontrer des dépots interstitiels de macromolécules d’adhé-
rence, des fibroblastes, des branches nerveuses, et soient ainsi stimulés pour
croitre au-deld de la zone périsynaptique jusqu'aux sites synaptiques. Une
alternative cependant — proposée dailleurs par Bennett et Pettigrew
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FIG. 5. — Micrographie électronique de sites synaptiques de diaphragme innervé (a) et énervé (b) de
rat montrant la prolifération des fibroblastes qui intervient prés des plaques motrices énervées.
F, digitations jonctionnelles. Echelle = 5 pm.

(1976) — est que I'aptitude des fibres musculaires a former des synapses est un
phénoméne graduel, les zones périsynaptiques étant plus réfractaires a l'inner-
vation que ne le sont les zones distales. A la lumiére de récentes études in vitro
montrant que I'accumulation des AChRs a la jonction nerf-muscle est accompa-
gnée par leur diminution dans les zones adjacentes (Anderson et al, 1977 ;
Kuromi and Kidikoro, 1984), il n'est pas impensable que d'autres molécules
importantes dans la formation synaptique soient peu abondantes dans les zones
périsynaptigues.
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FIG. 6. — a, b. Fibroblastes cultivés issus de muscle squelettique énervé, double marquage effectué
par l'anti-NCAM (a) et la fibronectine (b). Echelle = 25 um. c. /Immunoprécité de J1 d’une
culture de fibroblastes, marquée a la méthionine-S*°, de muscle énervé. Les lignes 1 et 2 montrent
respectivement les sera immuns et preimmuns.

Réinnervation sélective de position.

Les voies précédemment décrites sont « spécifiques » en ce sens qu'elles
limitent la formation des synapses a un état particulier du muscle (énervé) ou a
des zones déterminées de la fibre musculaire (sites synaptiques primitifs).
Cependant, la marque de la spécificité neurale est considérée généralement
comme étant la discrimination entre des cellules cibles potentielles, la synapto-
genése s’effectuant entre des partenaires particulierement appropriés. Selon cette
définition classique, la réinnervation telle que nous l'avons décrite n'est pas
particuliérement sélective : un axone moteur « étranger» et méme un axone
préganglionnaire autonome peuvent innerver des muscles énervés mais non pas
des muscles innervés, formant de préférence des synapses aux sites synaptiques
primitifs (Landmesser, 1972 ; Jansen et a/., 1973 ; Bennett and Pettigrew, 1976).
Chez les vertébrés inférieurs, une réinnervation sélective des muscles et des types
de fibres musculaires par leurs propres axones a été montrée par électrophysio-
logie (Elizalde et a/., 1983 ; Wigston, 1986). Cependant, la plupart des tentatives
effectuées pour démontrer la réinnervation sélective des muscles de mammiféres
adultes a été infructueuse : les nerfs moteurs natifs et étrangers paraissent avoir
des potentialités de réinnervation musculaire comparables, lorsqu’on considére
I'accés et le nombre relatif des axones (Bernstein and Guth, 1961 ; voir références
complémentaires dans Wigston and Sanes, 1985). Ces résultats décourageants
ont été utilisés pour proposer que les facteurs (hypothétiques) intervenant pour



744 J. R. SANES et al.

guider I'innervation spécifique chez I'embryon sont peu exprimés chez |'adulte, et
que par conséquent les muscles adultes sont de pietres systémes pour étudier ce
type de sélectivité.

En reprenant cette conclusion, nous avons émis |'"hypothése gu’axones et
muscles pourraient s'apparier sur la base de leur position dans I'axe rostro-caudal.
Chez les animaux normaux, les muscles, issus des somites disposés segmentai-
rement, sont innervés généralement par les neurones des niveaux correspondants
de la moelle épiniére. Tandis qu'un tel arrangement chez 'embryon est pour
I'essentiel le résultat des relations spatiales existant entre les axones en croissance
et les muscles, il nous a semblé que le niveau segmentaire pouvait étre un
paramétre intéressant permettant d’'étudier une réinnervation sélective. Nous
avons donc étudié la réinnervation des muscles intercostaux, chacun d’entre eux
se développant a partir d'un seul somite et étant normalement innervé par les
motoneurones situés dans le segment correspondant de la moelle épiniére. Des
fragments d'intercostal d'un des différents niveaux ont été transplantés en un site
commun, au niveau du cou du rat, et le tronc sympathique cervical a été implanté
dans le muscle. Ce nerf a été choisi car ses axones proviennent de différents
niveaux de la moelle épiniére, peuvent innerver les muscles squelettiques, et
comme I'ont montré Purves et a/. (1981), sont capables d’innerver sélectivement
les neurones sympathiques. Aprés réinnervation, nous avons fait un enregistre-
ment intracellulaire des fibres musculaires du greffon et stimulé individuellement
les racines ventrales pour déterminer a quels segments correspondaient les axones
innervant les muscles. Les résultats montrent que l'origine segmentaire de
I'innervation recue par les muscles différe: les muscles d'un niveau rostral
recoivent une quantité disproportionnée de leur innervation depuis les axones
rostraux du nerf, tandis que les muscles caudaux sont innervés par un ensemble
d’axone d'origine caudale (Wigston and Sanes, 1982, 1985). Ces résultats
montrent que les axones peuvent faire la distinction parmi les muscles squelet-
tiques adultes, selon un schéma correspondant & leur position d’origine dans I'axe
rostro-caudal.

Nous avons développé cette analyse en étudiant lI'innervation et la réinner-
vation des muscles squelettiques par les axones moteurs. Nous avons choisi pour
cela des muscles innervés par des axones issus de plusieurs segments spinaux
mais qui pénétrent dans le muscle en un seul nerf : le Serratus anterior en est un
exemple (fig. 7a). Par des méthodes complémentaires électrophysiologigues et
histologiques, nous avons trouvé que I'axe rostro-caudal du pool moteur spinal
est systématiguement organisé en un axe rostro-caudal a la surface des muscles
(fig. 7b; Laskowski and Sanes, 1987a). De plus, aprés lésion nerveuse, la
réinnervation s'effectue selon une disposition sélective : les axones rostraux et
caudaux réinnervent de préférence respectivement les secteurs rostraux et
caudaux du muscle (fig. 7c; Laskowski and Sanes, 1987b). Des résultats
semblables sur la topographie de l'innervation normale et sur la sélectivité de la
réinnervation ont été obtenus sur un deuxiéme muscle, le diaphragme (Laskowski
and Sanes, 198743, b). Ainsi, lorsque la position rostro-caudale est le paramétre
étudié, la réinnervation des muscles des mammiféres adultes est indiscutablement
sélective.
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FIG. 7. — a. Diagramme du muscle Serratus anterior, innervé par un seul nerf issu des niveaux C6-8
de la moelle épiniére. b. Origine segmentaire des réponses synaptiques de chaque secteur du
Serratus anterior, mise en évidence par enregistrement intracellulaire (R, | et C représentent
respectivement les radicelles rostrales, intermédiaires et caudales de la racine C6). c. Origine
moyenne des réponses des secteurs rostraux (R : 1-1V) et caudaux (C : V-IIl) du Serratus anterior
normal et réinnervé démontrant significativement (p < 0,01) une réinnervation sélective posi-
tionnelle. Le secteur | est exclu de I'analyse, car il n'est pas complétement énervé chez certains
animaux (a et b, d’aprés Laskowski and Sanes, 1987).

Ces études électrophysiologiques représentent une base d'étude de la
formation sélective des synapses sur les muscles adultes, et fournissent en outre
trois indices sur la nature de la sélectivité. Premiérement, il semble exister un
systéme d’'adéquation des axones et de leurs cibles a un niveau donné de |'axe
rostro-caudal. Deuxiémement, ces voies de position peuvent ne pas étre limitées
a un seul systéme : elles peuvent étre détectées soit par les axones autonomes, soit
pas les axones moteurs réinnervant les muscles squelettiques, comme par fes
axones autonomes réinnervant les ganglions sympathiques (Purves et a/., 1981).
Enfin, la connectivité n’est pas étroitement spécifique, puisque les axones de
pratiqguement toute la moelle épiniére sont capables d’innerver des muscles (ou
des ganglions) de tout niveau. La spécificité est davantage statistique, de sorte
que la probabilité d’établissement d'une innervation en provenance d’un niveau
donné de la moelle épiniere évolue progressivement depuis les limites rostrales
jusgu’aux limites caudales des ensembles cibles. Cette sélectivité de niveau est en
accord avec l'existence de gradients moléculaires qui influencent mais ne
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déterminent pas strictement la formation synaptique entre des partenaires de
niveaux correspondants. Notre but est d’appliquer les méthodes immunologiques
du type de celles précédemment décrites pour rechercher les molécules interve-
nant dans cette information positionnelle.

Un test biologique pour les molécules d’adhérence cellulaire de muscle
énervé.

Bien gu’aucun anticorps ou antigéne discriminant les muscles rostraux des
muscles caudaux n'ait encore été décrit, les travaux discutés précédemment ont
permis l'identification de molécules que les muscles pouvaient utiliser pour
informer leurs axones quant a leur état d'innervation et la proximité des sites
synaptiques. La distribution de plusieurs de ces molécules est schématisée sur la
figure 8. Leur disposition suggére que les axones en régénération rencontrent un
nombre croissant d'espéces attractives lorsqu’ils vont & la rencontre des sites
synaptiques primitifs. Par exemple, les muscles énervés pourraient sécréter des
facteurs de croissance solubles que les axones reconnaissent a distance ; les fibres
énervées d'un muscle sont riches en NCAM ; les zones périsynaptiques portent
des dépots interstitiels de plusieurs molécules d’'adhérence ; et la LB des sites
synaptiques primitifs contient des molécules représentant l'information la plus
localisée et peut-étre la plus attractive.

/ INNERVATED DENERVATED

e )

) factors
] SYNAPTIC BL

Relative concentration
o -
—
[

:I Mle growth factors \

FIG. 8. — Schéma récapitulatif des molécules susceptibles d’étre utilisées par les muscles énervés pour
influencer la régénération axonale.

Nous aimerions utiliser les blocages immunologiques pour tester le modéle
qu’impliquent ces arrangements. Malheureusement, les deux approches les plus
directes semblent étre mal adaptées a cet objectif. Les cocultures de neurones et
de myotubes embryonnaires, qui ont été utiles pour quantité d'études sur la
synaptogenése, ne manifestent pas la distribution moléculaire topographique-
ment ordonnée que nous aimerions étudier. Les injections /n vivo d’anticorps
représentent potentiellement le test le plus direct, mais a notre avis les difficultés
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de réaliser et d'interpréter de telles expériences sur I'animal entier sont prohibi-
tives. Nous avons donc étudié le comportement de neurones cultivés sur des
sections tissulaires réalisées au cryostat, du type de celles déja utilisées pour
localiser la distribution des molécules a la surface cellulaire. Nous avons utilisé
des cellules nerveuses prélevées sur le ganglion ciliaire de poulet, parce que ce
sont des neurones bien caractérisés qui forment des jonctions neuromusculaires
cholinergiques /n vivo et in vitro, et qui sont beaucoup plus faciles a isoler que les
motoneurones spinaux. Nous avons ensemencé ces neurones sur des sections de
6 um d’'épaisseur, que nous avons ensuite incubés dans un milieu nutritif pendant
1 a 6 jours, puis marqués avec de 'anti-NCAM pour examiner leurs prolonge-
ments. Nos principaux résultats (Covault et a/, 1987) sont les suivants :

En premier lieu, les neurones survivent et envoient des prolongements a la
fois sur les sections de muscles innervés et énervés, comme sur d’autres tissus.
Dans chaque cas, les neurites croissent de préférence le long des surfaces des
cellules sectionnées (fig. 9a) et plusieurs résultats (détaillés dans Covault et a/.,
1987) montrent nettement que la croissance est guidée par des interactions
spécifiques des neurites avec les molécules des surfaces cellulaires plutdt que par
des hétérogénéités mécanigues dues a la section. Ainsi, le systeme de « cryocul-
ture », adapté d'une méthode d'étude de I'adhérence des lymphocytes aux
éléments tissulaires (Stamper and Woodruff, 1976), pourrait étre intéressant pour
étudier le guidage axonal sur de nombreux tissus adultes ou en développement.

Deuxiémement, les neurites sont en moyenne plus longs, plus gros et plus
ramifiés sur les sections de muscles énervés que sur les sections de muscles
innervés. De plus, la croissance sur les muscles énervés est plus importante sur
des sections effectuées au niveau des zones riches en plaques motrices que sur
des sections faites au niveau extrasynaptique. Sur une série de 16 cultures, la
longueur moyenne des neurites est de 40 + 3 um (SE) sur des sections riches en
plague motrice de muscles innervés, et respectivement de 56 + 4 um et
67 + 4 um sur des sections de zones extrasynaptiques et synaptiques de muscles
eénervés. Bien que non considérables, ces différences sont cependant homogénes
et significatives.

Troisiémement, les neurites qui rencontrent des nerfs intramusculaires sur la
section ne poursuivent leurs croissances qu’a leur contact (fig. 9b). Les neurites
croissant sur des branches ou des troncs nerveux sont considérablement plus
longs gue ceux croissant a la surface des cellules musculaires. Ainsi, les nerfs
intramusculaires peuvent orienter la croissance axonale en cryoculture comme ils
le font in vivo.

Enfin, les neurites qui atteignent les sites synaptiques primitifs s'arrétent
généralement a ce niveau (fig. 9¢). Ces contacts sont rares, en raison de la faible
longueur des neurites et de la rareté des sites synaptiques. Quoigu’il en soit, ce
phénoméne est suffisamment net pour qu'on ne puisse douter que les axones
reconnaissent certains constituants des sites synaptiques sectionnées.

Dans {'ensemble, ces résultats montrent que les axones sont susceptibles de
réagir avec des molécules disposées a la surface cellulaire des muscles énervés.
En outre, la cryoculture représente un modele permettant d’effectuer des tests
immunologiques de molécules que nous pensons étre impliquées dans le



FIG. 9. — Marquage par la NCAM de neurones cultivés sur des sections au cryostat de muscle
squelettique énervé. Les neurites croissent le long de la surface des fibres musculaires en a et ¢,
mais le long d'un tronc nerveux intramusculaire en b. Double marquage a I'x-bungarotoxine
rhodaminée et a la NCAM en ¢, pour montrer la terminaison d'un neurite (N) sur une plaque
motrice (EP). Le soma neuronal (S) en ¢ est hors du champs de focalisation. Echelles = 20 pm.
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guidage de la réinnervation (fig. 8), modéle qui pourrait étre utile dans la
recherche de voies plus fines utilisées par les axones pour faire la distinction entre
les muscles — c’est-a-dire, sur la base de leur position dans |'axe rostro-caudal.

Remerciements. — Traduit de I'anglais par F. Bacou.
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