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INTRODUCTION




Dans une espéce donnée, la relation entre le systime nerveux et les

différents muscles s'établit au cours du développement ontogénique et se
poursuit apr@s la naissance. Cette relation fonctionnelle est assurée par
des fibres nerveuses sensitives et motrices qui, non seulement apportent

les commandes incitant les muscles 3 se contracter, mais aussi participent

. . ' _
au maintien de leur tonus. La mise en place de cette relation assure 1 adap

tation du systdme nerveux & l'&volution du muscle grdce aux afférences et

. P - - - .
lui permet, par 1l'intermédiaire des efférences, d influencer 1'évolution du

muscle.

Les fibres musculaires striées squelettiques ne sont pas homo-
génes : il est possible de distinguer des muscles rouges et des muscles
blancs. Cette hétérogénéité, qui n'est pas seulement due au taux de vas-
cularisation des muscles, peut &tre observée au niveau d'un seul muscle.
Cette composition différente des muscles est @ mettre en relation avec le
rdle qu'ils jouent dans 1l'organisme, La distinction entre muscles rouges
ou blancs est @ mettre en parall@le avec une spécialisation fonctionnelle
des fibres nerveuses (fréquences de décharges des fibres nerveuses en rap-
port avec la nature des muscles sollicit&s ; organisation différente des
jonctions neuromusculaires). L'interaction systéme nerveux-muscle, dans
sa complexité, peut &tre altérée par des causes pathologiques ou acciden-
telles. Dans tous les cas, cela se traduit par des troubles structuraux
(désorganisation des plaques motrices, modification de la composition mus-
culaire souvent accompagnée d'une résorption tissulaire 3 l'origine d'une
atrophie musculaire) et des troubles fonctionnels qui se traduisent notam-
ment par une perte de la motricité. Pour essayer de remédier i ces alté-

rations, 1'Homme a cherché 3 restaurer l'activité des muscles ainsi 1&sés

en &tudiant leurs possibilités de réinnervation.

C'est FLOURENS qui réalisa les premiers travaux scientifiques
dans ce domaine. Dé&s 1828, il démontre, chez les Oiseaux, la possibilité
de réinnervation d'un muscle strié squelettique par un nerf différent de
celui qui 1'innerve normalement. En 1904, LANGLEY et ANDERSON réalisent
le méme type d'expériences chez le Chat et le Lapin et, s'ils réussissent
d réinnerver un muscle strié squelettique tant par des fibres somatiques

motrices que par des fibres végétatives préganglionnaires, ils n'y




parviennent pas avec des fibres sensitives.

Deux grands axes de recherche marquent 1'évolution de nos con-
naissances en matidre de réinnervation des muscles striés squelettiques
selon que les fibres réinnervantes sont motrices ou sensitives. Cependant,
ce sont les études portant sur la réinnervation par les &léments moteurs

qui ont &té les plus nombreuses.

GWYN et AITKEN (1966), BENNETT et al (1973a) et Mc ARDLE et
ALBUQUERQUE (1973) obtiennent la réinnervation d'un muscle strié sque-
lettique par les fibres motrices qui l'inqervent normalement. HARRIS
(1974) réussit la réinnervation par des fibres somatiques motrices.
DUSSARDIER (1960 a, b) réalise la réinnervation de 1'hémi-diaphragme
par des fibres végétatives préganglionnaires vagales innervant 3 1'ori-
gine 1'estomac. ROMAN (1967), en suturant le bout central du nerf vague
au bout périphérique du nerf spinal accessoire, parvient i réinnerver

le muscle mastoIdien huméral.

La capacité d'un nerf 3 réinnerver un muscle ayant été démon~-
trée, d'autres questions sont soulevées comme celles concernant les mo-
dalités selon lesquelles les axones réinmervants rétablissent les con-
tacts fonctionnels avec le muscle dénervé ou encore la prépondérance

d'un nerf par rapport 3 un autre dans ces processus de réinnervatiom.

En ce qui concerne les contacts fonctionnels, GUTMANN et YOUNG
(1944), MILEDI (1960), GUTH (1968), LANDMESSER (1971, 1972), BENNEIT et
al (1973 a et b), Mc ARDLE et ALBUQUERQUE (1973), HARRIS (1974) et
GRUBER (1978) estiment que, lors de la réinmervatiom, il y a recoloni-
sation préférentielle des sites des anciennes jonctions neuro-musculaires.
DELBARRE et al (1974) et KORNELIUSSEN et SOMMERSCHILD (1976) montrent que
la réinnervation peut faire intervenir la formation de nouvelles plaques
motrices. Selon GUTMANN et HANZLIKOVA (1967), IP et VRBOVA (1973) et
FRANK et al (1975), cette néoformation de plaques motrices est induite
par 1'implantation du nerf moteur, en un point &loigné de son

arrivée initiale. GWYN et AITKEN (1966) et HARRIS (1974)




montrent que pour que les fibres nerveuses puissent proliférer dans un
muscle et &tablir des contacts fonctionnels, il est nécessaire que ce
dernier ait été&, préalablement, totalement dénervé, La désolidarisation
fonctionnelle transitoire de 1'ensemble nerf-muscle, obtenue par inhibition
de la transmission synaptique 3 1'aide de toxine botulinique, permet la
formation de nouvelles plaques motrices par des fibres &trangdres au niveau
d'un muscle normalement innervé (FEX et al, 1966). Quant i la prépondérance
d'un nerf par rapport & un autre, lors de la réinnervation d'un muscle,
GRINNELL et al (1979) ont démontré que, si celle-ci est tentée 3 1'aide

de deux nerfs moteurs &trangers, l'un rachidien, 1'autre végétatif gan-
glionnaire, c'est le nerf somatique qui réinnerve préférentiellement.

Par ailleurs, GORDON et al (1980) montrent, chez le Lapin et le Rat, que

la ré@innervation du muscle sterno-cléido-mastoidien par le nerf spinal
accessoire (merf propre de ce muscle) est plus importante que celle obtenue

d 1'aide du nerf vague moteur.

La réinnervation préférentielle des muscles lents ou des muscles
rapides par leurs anciens nerfs moteurs, décrite par FENG et al (1965),
HOH (1971) et SCHMIDT et STEFANI (1976), chez les Vertébrés inférieurs et
les Oiseaux, ne semble pas &tre aussi marquée chez les Mammiféres (MILEDI
et STEFANI, 1969). Cependant, HOH (1975) rapporte que, chez le Rat, les
muscles rapides sont préférentiellement réinnervés par leurs nerfs propres
plutdt que par des nerfs qui, normalement, sont destinés 3 des muscles
lents. L'explication de ces diverses assertions tient peut-étre au fait
que chez les Vertébré&s inférieurs et les Oiseaux, les différences entre
les axones innervant les muscles lents et ceux innervant les muscles ra-

pides sont plus importantes que chez les Mammifdres (GORDON et al, 1980).

La réinnervation d'un muscle strié par des éléments sensitifs
varie selon que les fibres réinnervantes appartiennent ou non au systdme
nerveux végétatif, WEISS (1934, 1935) travaillant sur le Crapaud, montre
que les extrémités centrale (antidromique) ou pé&riphérique (orthodromique)
des fibres sensitives rachidiennes, sectionnées respectivement au niveau

du nerf rachidien ou 3 leur entrée dans la moélle, sont capables de




réinnerver des muscles striés squelettiques transplantés. En 1945, WEISS
et EDDS réalisent la réinnervation du muscle quadriceps, chez le Rat et
le Chat, apré@s suture croisée hétérogéne entre le bout périphérique du
nerf saphéne (sensitif) et le bout périphérique du nerf fémoral (moteur
de ce muscle). Par contre, 3 la méme &poque, GUTMANN (1945), & la suite
de travaux r&alisés chez le Lapin, conclut 3 1'impossibilité de réinner-
ver un muscle strié squelettique par des dendrites sensitives utilisées
dans leur sens antidromique. Plus récemment, GRINNELL et RHEUBEN (1979)
notent, chez la Grenouille, l'incapacité d'un nerf sensitif cutané 3

réinnerver un muscle transplant@ au niveau du tronc.

A la suite d'expériences effectudes chez le Chien, ANOKHINE
et al ( 1934 ) déduisent que la réinnmervation est possible par des
dendrites végétatives sensitives. Ces &tudes sur la réinnervation par
des dendrites sont relativement moins fréquentes que celles qui font
intervenir des axones. A partir de deux types d'expériences chez le
Chat, VERA et LUCO (1967) ont réinnervé, d'ume part, la membrane nic-
titante et, d'autre part, le muscle long du cou par des axones vagaux
sensitifs. La réinnervation ainsi obtenue est 3 médiation cholinergique,
puisque le curare et l'atropine peuvent inhiber les contractions des

muscles réinnervés.

Afin d'étudier 1l'activité d'int&rocepteurs vagaux chez les
Ruminants, ROUSSEAU (1970) réalise des sutures croisées hétérogénes entre

le nerf vague sensitif, coup& au~dessus du ganglion plexiforme, et le bout

périphérique du nerf spinal accessoire. Des expériences de stimulations va-
gales et de distension de 1'oesophage, par exemple, entrainent l'activation
des fibres musculaires réinnervées. Ces expériences lui ont permis de
recueillir les activité@s d'unités motrices concomitantes d'évé@nements
respiratoires et digestifs chez 1'animal &veillé&. FALEMPIN et al (1977)

ont réalisé le méme type de travail chez le Lapin. Les réponses qu'ils

ont obtenues sont inhib&es par injection intraveineuse d'un agent cura-
risant. Ces résultats démontrent, tout comme ceux décrits par VERA et

LUCO (1967) que la réinnervation obtenue est 3 médiation cholinergique.




Afin de préciser la nature de cette ré&innervation, des &tudes histologiques
et 8lectrophysiologiques ont été& réalisées sur différentes espéces animales
(COGET, 1977 et 1980 ; FALEMPIN, 1981 ; COGET et ROUSSEAU, 1983 ; FALEMPIN
et ROUSSEAU, 1983), Par contre, chez le Rat, ZALEWSKI (1970) n'a pas pu

obtenir de réinnervation musculaire apré&s suture croisée hétérogéne.

lui, seules les fibres motrices sont capables de ré@innervation.

De tous ces résultats, il ressort que :

- si la réinnervation par des fibres motrices est toujours possible,
elle doit 8tre précédée d'une dénervation du muscle. Les plaques motrices
de réinnervation qui, le plus souvent, se réimplantent au niveau des anciens

sites peuvent s'installer dans des anciennes zones extrajonctionnelles ;

- la réinnervation d'un muscle par ses anciennes fibres nerveuses
motrices étant privilégiée, il est prudent, lorsqu'on souhaite le réinner-
ver par des fibres nerveuses &trangéres, de faireen sorte que ces anciennes

fibres ne puissent plus entrer em contact avec lui ;

- la réinnervation par des éléments sensitifs se fait suivant le méme
principe que celui décrit par les fibres motrices mais elle est relativement

plus lente et moins importante,

L'état actuel de nos connaissances en matidre de réinmervation
et les ré@sultats obtenus par la technique de suture crois@e hé&té&rogéne
décrite par ROUSSEAU (1970) rendaient indispensable la connaissance des
caractéristiques ultrastructurales des plaques motrices dans ces diffé-
rentes conditions ainsi que les incidences de ces conditions expérimen-
tales sur le muscle sternocéphalique. C'est la raison pour laquelle nous

avons :

. réalisé 1'étude ultrastructurale de la jonction neuromusculaire
normale, précisé son devenir lors de la dégénérescence liée 3 la section du
nerf spinal accessoire et recherché 1'aspect des contacts neuromusculaires
néoformés aprés suture croisée hétérogéne ;

. analys&, par le biais de la technique histochimique des ATPases,
les variations survenant dans les populations de fibres musculaires du muscle

sternocéphalique dans ces mémes situations.




MATERIEL ET METHODES




Le travail a été effectué sur des lapins de race, d'dge, de
sexe et de poids variables. Ces animaux provenaient du Centre Régional
de Transfusion Sanguine. Le choix de ce matériel &tait dicté par le
sujet lui-méme puisque ce travail s'appuie sur le mod&le utilisé par
COGET, FALEMPIN et ROUSSEAU (1977 - 1984) dans leurs &tudes sur l'ensemble
nerf spinal accessoire-muscle sternocéphalique, d'une part et le nerf

vague sensitif, d'autre part.

I - DESCRIPTION DE LA PREPARATION UTILISEE

A) LE MUSCLE STERNOCEPHALIQUE ET SON INNERVATION

Chez le Lapin, le muscle sternocéphalique est un muscle long,
fusiforme. Un peu aplati, il s'insé&re, d'une part, & l'extrémité créniale
du manubrium sternal et d'autre part, au processus mastoide et & la base
du processus jugulaire (Fig. 1). Il ne présente aucune composante clavicu-
laire. Contrairement 3 ce qui est observé chez 1'Homme, il est nettement
séparé du muscle cléido-mastoIdien et sa désignation, par certains auteurs,
sous le terme de muscle sterno—-cléido-mastoidien est impropre. Situé ven—
tralement 3 la trachée, qu'il croise obliquement, au niveau de son tiers
sternal, le muscle sternocéphalique n'est séparé de la peau que par la
mince musculature cutanée du cou, toutefois, son extrémité criniale est
couverte par la glande parotide (Fig. 2). Il est fléchisseur de la téte,
et intervient également, au cours d'inspirations forcées en tant que muscle
respiratoire accessoire. Son irrigation est assurée par des branches de
1'artdre carotide commune, alors que son drainage l'est par des veines
qui se jettent principalement dans la veine jugulaire externe. L'innerva-
tion motrice est principalement assurée par le nerf spinal accessoire
(XI8me paire de nerfs créniens), tandis que 1'information sensitive tran-
site par un rameau de la branche ventrale de la deuxidme paire nerveuse
cervicale (BARONE, 1980). D'origine 3 la fois bulbaire et spinale (Fig. 3),
le nerf XI quitte la boite cri@nienne par le trou déchiré postérieur, aprés
quoi, il se divise en deux rameaux dont un est ventral par rapport 3
1'autre. C'est ce dernier qui innerve le muscle sterno-céphalique qu'il

rencontre au niveau de la face interne de son extrémité criniale. Une
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innervation secondaire, par les rameaux ventraux des racines médullaires
cervicales Ci» C2’ C3 et C4 a été décrite, mais il semble que le nombre et
1'origine de ces racines varient considérablement d'un animal 3 1'autre.
Ces données anatomiques sont confirmées par des expériences de stimula-
tions électriques du XI et des rameaux ventraux des racines médullaires

cervicales.

Les jonctions neuromusculaires &tablies entre le nerf
spinal accessoire et le muscle sternocéphalique 2 sa surface, ont fait
1'objet d'une étude morphométrique (AHIDOUCH, 1985). Les bandes plus
ou moins transversales qu'elles forment sont distribuées de fagon tré@s
aléatoire. Seule,une bande situ€e 3 proximité du point de pénétration du

nerf spinal dans le muscle semble avoir une localisation constante.

B) LE NERF VAGUE

Le nerf vague du Lapin a été peu &tudié. C'est 3 MOHLANT (1913)
qu'on doit les premidres &tudes anatomiques et histologiques de ce nerf.
Appelé aussi nerf pneumogastrique, le nerf vague correspond 3 la dixiéme
paire de nerfs criniens. Sa composition, chez le Lapin, est connue par
les seuls travaux d'EVANS et MURRAY (1954). L'analyse bibliographique et
les dissections successives nous ont permis de dresser le portrait anato-
mique de ce nerf. Issu du bulbe rachidien par plusieurs racines qui fu-
sionnent dans la boite crinienne, le nerf vague présente un premier gan-
glion sensitif, le ganglion jugulaire, d'oll part le rameau auriculaire &
destination du conduit auditif. Il quitte, ensuite, le crlne par le trou

déchiré postérieur.

1) Trajet du vague dans le cou et le thorax (Fig. 4)

Dans son trajet cervical haut, il forme un deuxidme ganglion
sensitif, le ganglion plexiforme ou ganglion noueux. A ce niveau, le vague
€met deux branches, le nerf pharyngo-oesophagien au pdle céphalique du
ganglion et le nerf laryngé supérieur au pdle caudal. Etroitement accolé

au tronc sympathique, il chemine ensuite le long de la carotide jusqu'a
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Figure 4 - Trajet du nenf vague chez Le Lapin aux niveaux cranial, cervdi-
cal et thoracique.

BP : branches pulmonaires ; D : diaphragme ; E : estomac ; GJ : gan-
glion jugulaine ; GP : ganglion plexiforme ; NLS : nernf Laryngé supé-
rniewrn ; NPO : nenf pharyngo-oesophagien ; NR : nenf rnéeuwrrent ; OE :
oesophage ; POE : plexus oesophagien ; T : trachle-antine ; 1 et 7 :
branches cardiaques.

(d'apres EVANS et MURRAY, 1954)
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1'entrée du thorax au niveau duquel il donne naissance au nerf récurrent

qui remonte le long de la trachée jusqu'au larynx ainsi qu'3a plusieurs
rameaux bronchiques et cardiaques. Dans le thorax, les vagues droit et
gauche se rejoignent puis tré&s rapidement domnent naissance 3 deux troncs
nerveux qui, par rapport 3 l'oesophage, se situent 1l'un dorsalement, 1'autre
ventralement. Ces troncs franchissent le diaphragme dans cette position et
innervent une grande partie des visc8res de la cavité abdominale (estomac,

intestin gréle etc...).

2) CompositionAdu vague

Le nerf vague est mixte avec une prédominance de fibres amyéli-
niques et afférentes. En effet, EVANS et MURRAY (1954) rapportent que les
fibres afférentes représentent 75 3 80 % des 23 000 fibres d'un nerf vague
cervical de Lapin. 88 7 de ces fibres afférentes sont amyéliniques. Ces
auteurs signalent aussi qu'3d leur entrée dans 1'abdomen, les troncs vagaux
contiennent 26 000 fibres dont plus de 90 % sont sensitives. De méme, le
nerf vague abdominal est constitué essentiellement de fibres amyéliniques
puisqu'il ne renferme, au maximum, que 75 fibres my&linisées. CAJAL (1909)
localise les corps cellulaires des fibres motrices dans le bulbe rachidien
ol ils constituent les noyaux dorsal et ambigu et ceux des neurones
sensitifs, dans les deux ganglions jugulaire et plexiforme. Ces derniers
neurones sont de forme unipolaire et ressemblent 3 ceux des ganglions ra-
chidiens. Une grande partie des dendrites de ces cellules proviennent
de 1l'oreille externe et gagnent le ganglion jugulaire en cheminant dans
le nerf auriculaire. L'essentiel des autres fibres correspond au contin-
gent sensitif des nerfs laryngé et pharyngo—oesophagien (MOHLANT, 1913).
Le ganglion comprend environ 35 000 cellules (FOLEY et DUBOIS, 1937) qui
innervent principalement le larynx, le coeur, les poumons, 1'oesophage et
l'estomac. La somatotopie de ce ganglion, chez le Lapin, a &té précisée
par MOHLANT (1913), grdce 3 l'emploi de techniques histologiques couplées

d des expériences de dégénérescence rétrograde.

Enfin, GRZYBOWSKI (1936) rappelle 1l'existence, chez le Lapin,
de connectifs vago-sympathiques sur le trajet cervical de ces nerfs.

COGET (1980) en signale &galement la présence, bien qu'irré&gulidre
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selon les animaux, entre le ganglion stellaire et le nerf vague.

II - METHODES

A) TECHNIQUE OPERATOIRE

1) Préparation des animaux

Les animaux sont anesthésiés par injection intraveineuse, dans
la veine marginale de l'oreille, d'une solution de pentobarbital sodique
(CLIN-MIDY) 3 raison de 20 mg/kg. Le soluté injectable 3 6 % &tait préa-
lablement dilué de moitié dans du liquide physiologique. Un cathéter,
maintenu dans la veine, permet 1'administration complémentaire d'anesthé-
sique lorsque cela est nécessaire. Les animaux sont ensuite maintenus en
décubitus dorsal sur une table 3 contention. Apr&s rasage et aseptie par
de 1'alcool iodé de la face ventrale du cou, la peau est incisée le long
de la gouttidre jugulaire. Les nerfs vague et spinal sont finement dissé-
qués jusqu'd leur émergence de la boite crénienne, au niveau du trou dé-

chiré postérieur.

2) Suture nerveuse_croisée h&t&rogéne (Fig. 5)

Avant section des deux nerfs, une ligature et un clip d'argent

sont posés sur chacun d'eux 3 son point d'émergence de la boite cranienne.

Aprés quoi, les nerfs sont sectionnés juste en aval de ces clips. Les extré-

mités périphériques des nerfs vague et spinal sont rapprochées, puis les
deux épinévres sont suturées sous loupe binoculaire par points séparés 2
1'aide de cardiocrin. La plaie est ensuite refermée, le éhamp opératoire
est saupoudré d'exoseptoplix, et le cou de 1'animal est enveloppé par un

bandage stérile protecteur.

B) TECHNIQUE ELECTROPHYSIOLOGIQUE

Lors du contrdle de la réinnervation, les animaux sont une

nouvelle fois anesthésiés et maintenus en décubitus dorsal sur une table .
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Figure 5 - Suture crodsZe hiZtZrogéne nerf vague sensitif-nenf spinal acces-
s04ine chez Le Lapdn.

A gauche : sdituation avant suture
A dnoite @ sdituation aprés suture

GP : ganglion plexifonme ; NLS : nernf Larynge supérieun ; NPO : nerg
pharyngo-oesophagien ; SC : muscle sternociphalique ; X : nerg vague ;
XTI : nenf spinal accessoine.
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Le muscle sternocéphalique est mis 3 nu et le nerf vague périph&rique est

-~

ensuite finement disséqué jusqu'3 son entrée dans le thorax.

1) Mise en place des électrodes (Fig. 6)

a - Les 2Lectrodes de stimulation

— - —— — ——— — - — —— m—— ——— —— —— —— —

La stimulation du nerf est assurée par une E€lectrode bipolaire
constituée de deux fines barres d'argent en forme de crochets permettant
la suspension du nerf. La distance entre les deux pdles est de 2 3 3 mm.
Ces &lectrodes sont reliées @ un générateur de courant constant muni d'un
systéme qui lui assure une sortie isolée de la masse. Les éventuelles dif-

fusions de courant sont Eévitées par :

- le choix d'une électrode bipolaire aux pSles séparés par une faible
distance ;

- la suspension du nerf vague lors des stimulations ;

- 1'utilisation d'un stimulateur dont la sortie est isolée de la masse ;

- 1'isolement de la préparation des régions avoisinantes par de l'huile,

de paraffine.

Notre systdme de réception est formé de deux Electrodes montées
en différentiel 1'une par rapport 3 l'autre. La premiére en argent, de forme
courbe, est placée sous le nerf vague. La seconde microélectrode remplie de

solution conductrice gélosée, est destinée 3 1l'exploration du muscle.

Ce systdme présente beaucoup d'avantages. L'utilisation de la
microélectrode permet de recueillir 1'activité d'un tr&s petit nombre d'uni-
tés motrices. Le montage des €lectrodes de réception en différentiel nous
permet d'enregistrer préférentiellement 1'activité des fibres nerveuses en

relation avec les fibres musculaires qu'elles réinnervent.

Enfin, l'utilisation d'une microdlectrode est inté@ressante par
le fait qu'elle ne lése pas la préparation qui, aprd@s avoir &té contrdlée,

est destinée 3 l'histochimie et & la microscopie &lectronique.
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Figure 6 - Principe du contriole eLectrophysiologique de La réinnervation.
Le systeme est constitul d'une electrode de stimulation bipolaire
rneliée a un génirateur de couwrant constant (St ) et de deux 2Lec-
trodes de néception :

- La premiere (1), en forme de crochet, peut se déplacen Le Long du nerf
(422ches) et permet, avec L'électrode de stimulation, La suspension
de La préparation ;

- La deuxdieme (2) est une microdlectrhode nelife a un adapfateurn d'impe-
dence, qui permet L'exploration du muscle.

Les deux &lectrodes de réception sont montées en différentiel, ]
L'une par napport & L'autre. 1 et 2 sont reliles 4 L'entrnie difgérentielle
de £'oscilloscope.

G : ganglion plexiforme ; MSC : muscle sternocéphalique ; S : neag
spinal néinnerve ; V : nenf vague réinnervant ; % : emplacement de
La swtune ; == : huwile de parafgine.

» - -
- -
- -




16

C) TECHNIQUES DE MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

L'observation en microscopie électronique se fait dans des condi-
tions de vide telles que l'examen d'échantillons vivants est impossible.
Mais la mort des cellules s'accompagne d'une modification des &difices bio-
moléculaires qui se traduit par l'apparition d'artéfacts susceptibles de
donner une idée fausse de l'organisation réelle des structures Ln vivo.
I1 est donc nécessaire que les échantillons destinés 3 la microscopie élec-
tronique soient traité@s de fagon 3 stabiliser l'architecture biologique et
34 la maintenir dans un &tat aussi proche que possible de celui qui est le
sien dans le tissu vivant, d'oli 1'importance de la fixation. Cette fixation
bloque les réactions enzymatiques, insolubilise les proté&ines et stabilise
les lipides. Le pouvoir de résolution du microscope électronique exige 1'éla-
boration de coupes ultrafines de 60 3 90 nm d'épaisseur. L'obtention de
telles coupes demande, en plus d'un appareillage performant, un traitement
particulier des échantillons avant la microtomisation. La technique d'inclu-
sion assure 1'enrobage des tissus 3 &tudier dams un milieu permettant d'obte-
nir les épaisseurs de coupes souhaitées. Enfin, 1'observation des coupes
exige qu'un contraste des structures soit réalisé. Les produits contrastants
utilisés en microscopie électronique contiennent des ions lourds qui se lient
sélectivement & des molécules biologiques au niveau de différentes structures
cellulaires et réalisent le contraste permettant ainsi une meilleure analyse

des coupes.

2) Fization

Dans nos expériences, nous avons fait appel & deux fixateurs,

le glutaraldéhyde et le tétroxyde d'osmium.

a - Les fixateurs

a) Le glutaraldihyde

0 0
Xc-cuy-cHy - CHy - cF
e NH
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Le glutaraldéhyde est un dialdéhyde stable 3 basse température
dont le pH est voisin de 3. Cette acidité provient de la transformation en
présence d'oxygéne, des fonctions aldéhydiques de la molécule, en fonctions
acides. Commercialisé 3 25 ou 50 7%, il est conseillé soit de le distiller,
soit de le traiter au carbone actif afin d'éliminer ces acides et les

impuretés éventuelles.

Comme la plupart des fixateurs aldéhydiques, il pénétre rapi-
dement les tissus et assure une fixation rapide. Par ces deux fonctions
aldéhydiques, le glutaraldéhyde &tablit des liaisons entre les molé&cules
de protéines, ce qui les rend insolubles. Il fixe aussi le glycog&ne. Par
contre, c'est un mauvais fixateur des lipides qui, non fixé&s, subissent
une forte extraction lors de 1'é&tape de déshydratation par les alcools.
Cette extraction se traduit par des artéfacts du type plissement de mem-
branes ou enroulement concentrique de celles—ci, rappelant les gaines de
myéline. En conséquence, la seule fixation glutaraldéhydique est insuffi-
sante et une postfixation assurant la stabilité des lipides est nécessaire.

-

C'est le tétroxyde d'osmium qui est alors utilisé.

B] Le térrnoxyde d'osmium

N
S

7N

0

Appelé improprement acide osmique, le tétroxyde d'osmium est
un fixateur puissant malgré son pouvoir de pénétration des tissus relative-
ment faible. Il agit en &tablissant des liaisons avec les acides aminés a
noyau aromatique et les acides gras non saturés. C'est ainsi qu'il fixe
les lipides et termine la fixation entamée par le glutaraldéhyde lors d'une

double fixation.
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Les solutions fixatrices doivent respecter les caractéristiques

physiologiques de pH et d'osmolarité de 1'échantillon.

al pH

Le traitement d'un matériel biologique dont le pH est le plus
souvent neutre voire légérement alcalin, par un fixateur acide tel le glu-
taraldéhyde, risque d'entrainer la formation d'arté&facts. C'est ainsi que
les solutions fixatrices ont un pH voisin de celui des tissus traités, Ce
pH est maintenu constant grédce 3 la présence,dans la solution,d'un systéme
tampon. Les systémes tampons les plus utilisé&s sont les phosphates. Notre

solution tampon est un mélange de phosphates mono— et disodique.

-

B) Osmolarnite

Les organites cellulaires sont comparables 3 des osmométres,.
Les pressions osmotiques de 1'échantillon et de la solution fixatrice
doivent &tre les mémes, faute de quoi, des mouvements d'eau obé&issant
aux lois de l'osmose s'établiront d'un compartiment vers 1l'autre. Les
anomalies résultantes comportent soit un gonflement, voire méme un &cla-
tement des structures (mitochondries, vésicules...) si la solution fixa-
trice est relativement hypotonique, soit une rétraction cellulaire qui se
traduit le plus souvent par un écrasement des matrices mitochondriales
et par un tassement du réticulum endoplasmique et des appareils de Golgi
si la solution fixatrice est, au contraire, relativement hypertonique.
Une connaissance de l'osmolarité du milieu inté&rieur de 1'échantillon est
essentielle. Chez les Verté&brés, elle est de 1l'ordre de 300 & 310 m.osmoles,
ce qul correspond pour le glutaraldéhyde 3 une concentration de 2,5 7 dans
un tampon phosphate Socerensen 0,1 M & pH 7,20 3 7,30. C'est une solution

fixatrice qui a été utilisée dans notre travail.
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o) Fixation aldéhydique
Les animaux sont préanesth&siés, puis anesthésiés comme cela

a 8té décrit précédemment. Les muscles sternocéphaliques sont dégagés. Leur
longueur est mesur&e An vivo. Leur prélé&vement est effectué enm sectionnant
les tendons le plus pré&s possible de leur insertion sur 1l'os, apr@s avoir
repéré l'arrivée du nerf spinal accessoire. Les muscles sont épinglés sur
une plaque de lidge de telle sorte qu'ils retrouvent la longueur qui est

la leur 4n v{vo. Apr&s quoi, ils sont fix&s par immersion dans une solution
de glutaraldéhyde & 2,5 7 en tampon phosphate Soerensen 0,1 M pH 7,2 pen-

dant une nuit.

B) Revélation des acetylcholinesiterases
% GEnéralités
Son principe est bas& sur 1'hydrolyse, par 1'enzyme, d'un
substrat capable d'é@tre ensuite transformé en un produit visualisable. Les
différents protocoles expérimentaux dérivent de trois principales techniques
d'étude des cholinesterases décrites par KOELLE et FRIEDENWALD (1949) ;

CREVIER et BELANGER (1955) et KARNOVSKY et ROOTS (1964). Nous avons utilisé
la technique de KOELLE et FRIEDENWALD.

L'addition au milieu d'incubation de 1'iso—OMPA (Tetraisopropyl-
pyrophosphoramide ; KOCH - Light Laboratories Ltd), qui a la caractéristique
d'inhiber les pseudocholinesterases, permet la visualisation des seules acetyl-
cholinesterases au niveau de 1'appareil sous—neural de COUTEAUX. Dans cette
technique, 1'iodure d'acétylthiocholine est utilisé comme substrat de l'enzyme.
La thiocholine libérée par 1l'hydrolyse enzymatique est piégée dans un com-
plexe thiocholine-cuivre pour former un précipité blanc. La visualisation
du précipité est ensuite améliorée par obtention d'un précipité noir de
sulfure de cuivre. D'aprés TSUJT (1974), les étapes de la ré@action sont

les suivantes :



20

REACTION DE KOELLE

+
(CHy) 5 N CH, S 3 COCH,

R"—s J COCH,

(Acétylthiocholine)

‘ hydrolyse enzymatique

R® — SH

(thiocholine)

~ l&re &tape : Ré&duction du cu™t par R — SH en cu’

+ 1

R——.—.
f. A

{ 1

v v
1/2 Rf — s — s — R" cu’

- 22me &tape : Formation d'un complexe thiocholine-cuivre avec Cu* et R* — SH

Cu+

R* — sH ‘

+ - +
— (1) CHpCH, S — Cu

R

(iodure de thiocholine—cuivre)
"précipité blanc"

- 32me &tape : Transformation de 1'iodure du complexe cuivre—thiocholine en

précipité noir par (NHA)ZS

(NHA)ZS

Cu+28

"précipité noir"
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* Protocole expérimental

Apré&s la fixation aldéhydique, les muscles sont débarrassés de
1'essentiel de leur tissu conjonctif externe sous loupe binoculaire et immer-
gés, pendant 5 minutes, dans le milieu d'incubation de KOELLE & 37° C. Ils
sont ensuite &gouttés sur papier filtre. Les sites de la réaction sont re—

pérés grice au dépdt blanc du complexe iodure (thiocholine = cuivre).

Dans ces conditions, la localisation des acetylcholinesterases
est trds mauvaise mais elle est suffisante pour permettre le repérage des
plaques motrices. Par contre, la durée réduite de l'incubation assure une

préservation correcte des structures.

v) Postfixation

Les &chantillons sont effectués sous loupe binoculaire, au niveau
des zones de ré&vélation caract&ris@es par le précipité blanc. Les &chantil-
lons sont rincés dans une solution de lavage tamponnée (Saccharose - Soerensen
pH : 7,2) puis subissent une postfixation au tétroxyde d'osmium 3 1 7 en tam-—
pon phosphate Soerensen pendant une heure (3 x°'20 min.). Les échantillons

ainsi fix&s sont alors préts pour la déshydratation.

3) Déshydratation

Etape intermédiaire entre la fixation et 1'inclusion, la déshy-
dratation rend les tissus compatibles avec le milieu d'inclusion en assurant
1'extraction de 1'eau des &chantillons. Elle est bas@e sur une substitution
progressive de 1l'eau par 1'alcool éthylique, puls de celui-ci par un solvant

du milieu d'inclusion, le propyléne oxyde.

Les échantillons issus de la postfixation sont mis dans des bains
d'alcool &thylique de concentrations croissantes (30°, 50°, 70°, 80° et 90°)
pendant cinq minutes chacun, puis dans 1'alcool absolu pendant une heure
(3 x 20 min.). Cette étape de déshydratation se termine par une immersion

d'une heure (3 x 20 min.) des blocs de tissu dans du propyl&ne oxyde.
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L'inclusion consiste en une imprégnation et un enrobage des
échantillons dans un milieu dont 1la dureté aprés polymérisation permet la
réalisation de coupes compatibles avec le pouvoir de résolution du micros-
cope électronique. Le principe est d'infiltrer les tissus par des monoméres
fluides qui, en se polymérisant 3 température élevée (= 56°C), aboutissent
3 la formation d'un &difice consistant. La technique décrite par LUFT (1961)
consiste 3 réaliser un mélange comprenant une résine époxy fluide : 1'épon 812
(diépoxyde) et deux produits durcisseurs : le dodecenyl succinic anhydride
(DDSA) et le methylnadic anhydride (MNA). Ces deux produits, dont la pro-
portion détermine la dureté finale de 1'édifice, réagissent avec 1'épon 812
en présence d'une amine tertiaire qui catalyse la polymérisation : le Tris—

dimethylaminomethy L phenol (DMP 30).

Avant d'étre inclus définitivement, les &chantillons issus de 1la
déshydratation sont immergés pendant une heure dans un mélange éqﬁivolumique
de propyléne oxyde/milieu d'inclusion qui, par sa viscosité modérée, permet
une infiltration progressive de 1l'E8chantillon par les ré&sines. L'inclusion

définitive s'effectue en deux temps :
. Dans le milieu d'inclusion 3@ température ambiante pendant une nuit ;

. Dans le milieu d'inclusion versé dans les logettes d'un moule de
silicone (LADD,.Res., Ind. Burlington, Vermont), 3 température ambiante pen-
dant une heure, puis dans 1l'@tuve & 56°C. L'utilisation d'un tel moule permet
une orientation correcte des &chantillons, orientation trés utile lors de 1la
réalisation de coupes de tissu dans des plans bien définis. La polymérisation

compléte demande deux 3 trois jours.

5) Microtomie

Pour effectuer des coupes, il faut dégager 1'échantillon. Le
bloc ainsi préparé est placé dans le porte-objet sur 1l'ultramicrotome REICHERT.
OMU 3. A 1'aide d'un couteau de verre muni d'un réservoir d'eau, on réalise
tout d'abord des coupes semi-fines. Apré&s coloration au bleu d'Azur, elles

sont examinées au microscope optique afin de repé@rer les structures souhaitées.
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Les coupes ultrafines, de 60 3 90 nm d'épaisseur, sont effectuées au couteau
de diamant et récupérées 3 la surface de l'eau contenue dans le réservoir

du couteau. L'épaisseur de coupes est appréciée par les couleurs d'inter=
férence ( ZELANDER et EKHOLM, 1960). La teinte ivoire correspond a 1'épais~.
seur idéale. Les coupes, flottant & la surface de l'eau, sont prélevées sur
des grilles HR 24 200 mesh Cu/Rh 3 mm et laissées & sécher & l'air, 3 1'abri
de la poussidre. Ensuite, elles sont conservées dans un boitier de rangement

LKB en attendant leur "coloration".

En microscopie électronique, la formation et le contraste des
images dépend de la diffusion des &lectrons. Les atomes de métaux lourds,
en se fixant sur des structures membranaires, stoppent les &lectrons et

assurent le contraste des images. Les métaux lourds sont utilis&s lors du

" traitement des &chantillons soit pendant la fixation (0sO4), soit lors de

la coloration (Plomb, Uranyl).

Les coupes sont contrastées par une double '"coloration" d'acé-
tate d'uranyl et de citrate de plomb. Cette technique a &té décrite, pour
la premi&re fois, par HUXLEY et ZUBAY (1961). Elle est tré&s efficace aprés
une double fixation faisant intervenir successivement le glutaraldé&hyde

puis le tétroxyde d'osmium.

—— e —— e —— —— . oy man o mm? m m —

L'uranium est 1'atome le plus lourd utilisé& en "coloration"
pour la microscopie électronique. Le mécanisme de "coloration" par les

sels d'uranyl est inconnu ( VRENSEN et al, 1981). Il semble que les ioms

‘uranium forment des complexes avec les groupes phosphoryls et carboxyls

des membranes. L'intensit& de la coloration dépend du pH de la solutionm,
du type de tampon utilisé&, du temps de "coloration' et de la concentra-
tion des ions uranium. Les structures riches en ADN sont préférentielle-
ment colorées 3 de basses concentrations et pH 3,5. L'augmentation de la
concentration ou la diminution du pH de ces solutions aboutit & la colo~
ration intense des protéines. Ces solutions semblent avoir des propriétés

fixatrices.
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Les coupes sont colorées par flottaison, 3 l'obscurité, sur
une solution d'acétate d'uranyl 3 1 % dans 1'eau bidistillée pendant
20 min. Les grilles sont ensuite rincées dans quatre bains d'eau bidis-
tillée et mises i sécher, coupes au-dessus, sur papier filtre WHATMAN.

L'acétate d'uranyl joue le rdle de mordenceur pour le colorant suivant.

Les solutions de plomb utilisées en microscopie &lectronique
présentent une grande affinité pour la majorité des constituants cellu-
laires. Cependant, elles ont une spécificité pour le glycogéne, les nu-
cléoprotéines et les membranes. Préparé dans des solutions fortement
basiques (pH 11-12), le plomb semble y &tre présent sous forme de com-
plexe d'ions de charge positive. Ces cations réagissent avec les charges
négatives des groupes de protéines et d'hydrates de carbone. Il réagit
aussi avec l'osmium introduit pendant la fixation. Il en résulte une 'co-
loration" intense des membranes. Une autre théorie précise que ce sont
les complexes anioniques des sels de plomb qui sont responsables de la
"coloration" (VRENSEN et al, 1981). Les solutions de plomb sont tré&s va-—
riées. Elles sont toutes sensibles au gaz carbonique (COZ) qui, réagissant

avec les ions Pb*" donnment un corps insoluble : le carbonate de plomb,
d 1l'origine de dépdts opaques caractéristiques d'une contamination. Le ci-
trate de plomb introduit par REYNOLDS (1963) est sensé& &tre moins sensible
au COp et, par conséquent, c'est cette solution qui est recommandée pour
la microscopie électronique. Le contraste des coupes est effectué dans des
boites de Pétri, 3 1l'obscurité, en présence de pastilles de soude destinées
3 absorber le C02, par flottaison sur des gouttes de la solution de REYNOLDS,
pendant 20 min. Les grilles sont ensuite rincées dans quatre bains d'eau bi-
distillée et laissées 3@ sécher, coupes au-dessus, sur papier filtre WHATMAN.

Elles sont rangées dans un boitier LKB en attendant 1'observation.

7) Observation au microscope &lectronique

L'examen des coupes ainsi préparées se fait 3 1'aide d'un mi-

croscope JEOL (CX 100) & un voltage d'accé&lération de 80 KV.
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D) TECHNIQUE HISTOCHIMIQUE DES ATPases

1) Généralités

RANVIER, dés 1874, montra que les muscles striés squelettiques
n'avaient pas une structure homogéne et qu'il &tait possible de distinguer
des muscles constitués de fibres rouges et blanches indépendamment de leur
degré de vascularisation, cette diffé&rence &tant due &galement 3 des pro-—

priétés intrinsdques aux fibres musculaires.

Pour analyser, histochimiquement, la composition des muscles en
différents types de fibres, il existe plusieurs techniques qui reposent
toutes sur une activité enzymatique supposée &@tre répartie de fagon uni-

forme sur toute la longueur d'une fibre (FARDEAU, 1973).

Pour notre part, nous avons utilisé la technique de BROOK et

KAISER (1970) bas@e sur l'activité ATPasique. Elle se fait en trois &tapes :

= La préincubation s'effectue en milieu acide et permet, selon le pH, |,
1'inhibition de l'activité ATPasique de tel ou tel type de fibres muscu-
laires. C'est ainsi qu'une double préincubation, de 10 minutes chacune, aux
pH respectifs de 4,35 et 4,63, permet une bonne distinction des trois types

de fibres existant dans le muscle sterno-~céphalique.

- L'incubation se fait 3 37°C dans un milieu additionné d'ATP dont le
pH de 9,4 (pH d'activité optimale) est maintenu grice au véronal sodique.
La réaction primaire lib&re des ions phosphates qui se combinent aux ions
calcium présents dans le milieu d'incubation sous forme de chlorure de cal-
cium. Il en ‘résulte un dépdt de phosphate de calcium, insoluble en milieu

alcalin, qui marque le lieu de 1'activité enzymatique.

= La coloration de ce dépdt s'effectue en deux temps. Elle consiste en
une transformation du phosphate de calcium en phosphate de cobalt puis en

sulfure de cobalt (précipité noir).
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2) Protocole expérimental

Le muscle est prélevé tré&s rapidement sur les animaux anesthé&siés
et des bandes d'environ 5 mm y sont découpées transversalement. Ces échantil-
lons sont inclus dans un milieu d'enrobage coulé dans des godets en papier
aluminium. Ils sont orienté&s de telle sorte qu'ils permettent l'obtention de
coupes transversales, avant d'&tre congelés dans l'isopentane refroidi a
-160°C par de l'azote liquide. Les &chantillons ainsi congelés peuvent &tre
conservés 3 -70°C pendant plusieurs jours. Des coupes de 10 um d'&paisseur
sont effectudes 3 —-20°C au cryostat. Elles sont récupérées sur des lames
gé€latinées puis laissées 3 sécher 3 + 4°C pendant 24 heures. Les coupes sont

ensuite traitées suivant le protocole suivant :

a -~ Preincubations

- 10 minutes & pH 4,35 dans un milieu comprenant 6,5 ml d'acide

acétique 3 0,2 M et 3,5 ml d'acétate de sodium & 0,2 M.

- 10 minutes 3 pH 4,63 dans une solution constituée de 5 ml

d'acide acétique 3 0,2 M et de 5 ml d'acétate de sodium i 0,2 M.

- Ringage dans trois bains d'eau bidistillée d'une minute chacun.

b - Incubation pendant 40 minutes & 37°C dans le milieu suivant :

—— ——

2 ml de véronal sodique 2 0,1 M

1 ml de chlorure de calcium 3 0,18 M
7 ml d'eau bidistillée
15 mg d'ATP

~ Ringage dans trois bains d'eau bidistillée d'une minute chacun.

-~ Transformation du phosphate de calcium en phosphate de cobalt
par une solution aqueuse de chlorure de cobalt & 2 7 pendant trois minutes.
- Ringage dans trois bains d'eau bidistillée d'une minute chacun.
-~ Transformation du phosphate de cobalt en sulfure de cobalt
par une solution diluée de sulfure d'ammonium (un volume de sulfure d'am-—

monium pour quatre volumes d'eau bidistillée) pendant trente secondes,
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- Ringage dans trois bains d'eau bidistillée d'une minute chacun.

d - Deshydratation

- Dans une série d'alcools : 15 minutes 3 70 Z, 15 minutes &
95 7 et deux fois 20 minutes dans de l'alcool absolu.

- Deux fois 20 minutes dans du xyléne.

Les coupes ainsi déshydratées sont montées au baume de Canada
sous lamelles couvre—objet puis observées au microscope optique. Elles sont

ensuite analysées grice 3 un analyseur d'images du type QUANTIMET 720 (Fig. 7).

E) TECHNIQUE DE L'ANALYSE D'IMAGES

L'analyse d'image est une technique qui consiste 3 extraire,
d'une mani&re quantitative, tout ou partie des informations qui constituent
cette image. Elle repose sur le principe de mensuration, sur coupe, d'un
€lément de 1l'image microscopique (diam@tre, surface, nombre de particules etc...).

1) Organisation générale de 1'analyse d'images

La lame 3 &tudier est placée sur le microscope orthoplan LEITZ,
éclairée par une source lumineuse stabilisée (lampe 3 halogé&ne). Un champ
d'observation est choisi, qui présente peu d'arté@facts histologiques, mais
aussi peu de zones conjonctives entre les fibres (endo— et périmysium).

Une image optique dont la qualité est contrdlée par des filtres intercalés

sous le condenseur, est conduite vers la caméra &lectronique PLUMBICON.

La partie du champ analysée est restituée sur l'écran de con-
trSle de 1'analyseur électronique d'image, donnant naissance 3 une nouvelle
image optique dont la définition est supérieure 3 630 000 points images
(p.i.= pixel) répartis sur 704 lignes de balayage horizontales de 896 p.1i.
chacune. Une marge périphé@rique circonserit un champ de travail rectangu-
laire de 625 lignes x 800 p.i. : fend@tre standard de 500 000 p.i. Un module
annexe permet de sélectionner une fenétre de travail de 300 000 p.1i.

(lp.i. =0,29 umz), soit une surface d'observation de 1 200 000 p.i.
(348 000 umz) pour chaque muscle, et selon chaque préparation de 1l'animal

(mesure de quatre champs microscopiques minimum, pris au hasard, avec au
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total environ une centaine de fibres de chaque type). Différents réglages
permettent de modifier la brillance de 1'image optique, ainsi que son

contraste.

L'image optique est exploitée totalement en 0,9 seconde par un

spot se déplacant de gauche 3 droite sur les lignes de balayage.

Ce balayage engendre un signal vidéo dont 1'amplitude, en chaque
point, est d'autant plus grande que la quantité de lumidre regue par le tube

de la caméra en ce point est importante.

L'image optique est modifiée par l'utilisation du stylo électro-
nique 3 fonctions multiples. Ainsi, chaque fibre peut &tre tracée, remplie,
®

avec une correction par coupage si nécessaire. La valeur observée (surface

de la fibre en p.i.) est dérivée vers un calculateur.

Le principe de comptage (Fig. 8) est le suivant : dans la fenétre

de travail, toutes les fibres totalement incluses sont prises en compte ainsi

que les fibres qui coupent les marges supérieures et droites. Celles qui
coupent les marges inférieures et gauches sont exclues, ceci afin de mini-

miser les erreurs lides A une &ventuelle double lecture.

Le traitement statistique instantané des données est rendu pos-
sible gridce au couplage du QUANTIMET avec un calculateur HEWLETT-PACKARD
(H.P. 9825T).

Notre étude a &té& réalisée sur dix-sept lapins dont la réparti-

tion en fonction des conditions expérimentales est la suivante :
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A oui oui

oui

Figute § - Principe de mesure au Quantimet 720 : délimitation de La genitre
de travail "600 x 500 pi".

fibre de type 2a (F2)

fibre de type 2B (F3)

Figure 9 - Differents types de fibres musculaires du muscle sternoc€phalique.




31

STADES EXPERIMENTAUX

NOMBRE D'ANIMAUX

- Témoins

- Dénervation
+ 3 jours aprés
+ 5 jours aprés
+ 10 jours aprés
+ 15 jours aprés
+ 30 jours aprés
+ 60 jours aprés

= Suture
+ 15 jours aprés
+ 30 jours aprés
+ 45 jours aprés
+ 90 jours aprés

+ 270 jours aprés

Cette &tude porte sur les trois types de fibres mises en &vi-

dence par la technique histochimique (Fig. 9)

% Fibres de type I (Fl), pauvres en ATPase et colorées en noir par

la technique des ATPases inversées 3 pH acide ;

#* Fibres de type IIp (F2), riches en ATPase, les plus claires ;

% Fibres intermédiaires IIp, appelées F3 pour des raisons de faci-

1ité dans les exposés.

2) Paramétres mesurés

Deux programmes de mesure permettent d'obtenir 15 paramétres
de taille et 13 paramdtres de distribution spatiale des fibres musculaires.

Dans notre é&tude, nous n'en avons retenu que trois des premiers et un des

seconds.
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Pour chaque type de fibres 1(I), 2 (= IIA) et 3 (= IIB), chaque
section est trac@e individuellement sur 1'analyseur grédce au stylo &lec-
tronique, et la surface est mesurée (Fig. 10). Cette surface exprimée en

Z gelon le grossissement micros-

points image est ensuite convertie en m
copique utilisé. Ainsi, pour chaque muscle, on définit sur 1l'ensemble des

quatre fenétres de mesure ¢

. Le nombre total de fibres

. Le nombre total de chaque type de fibres

. Le nombre relatif de chaque type de fibres (ou fréquence numé-
rique relative), exprimé en 7 du nombre total de fibres mesurées

nl
(nl + n2 + n3)

... NF 7 (1) =
... NF Z (2)

... NF Z (3)

Ce programme de mesure est effectué en deux temps, d deux seuils
de gris différents, déterminés par l'expérimentateur, sur la méme image &lec-—

tronique :

* premier temps : fibres 1 détectées (noires)

fibres 2 et 3 non détectées (blanches)

# deuxidme temps : fibres 1 et 3 détectées

fibres 2 non détectées

La distinction individuelle des trois types de fibres se fait

ensuite par simple comparaison des deux séries de résultats.

La démarche consiste 3 balayer 1'image par une fenétre de détec-

tion de 50 x 10 points image (p.i.), soit 500 p.i. de surface.



image visualisée
sur l'ecran

tragage au stylo
d'une fibre F3
de surface 3472 p.i.

la fibre traceée est
visualisée en blanc
sur I'écran

grille de calibrage

i

|

[ e o e &
100 p.i. 10 p.i.

#
/ 4
\. e/

Fig.10 : Tracage et mesure des fibres musculaires
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Cette petite fenétre est appelée fen@tre standard variable
(FSV) de fagon 3 ce qu'il n'y ait pas de confusion avec la fenétre de

référence (ou champ microscopique) sur 1l'écran du QUANTIMET.

Le grossissement microscopique est choisi de telle fagon que la
longueur de cette FSV (50 p.i.) corresponde environ au diam@tre moyen des
fibres. La régle du comptage est de considérer que le centre de la FSV est
dans une fibre détectée (fibre | dans le premier temps, fibres 1 ou 3 dans
le deuxiBme temps) quand la surface mesurée est supérieure 3 la moitié de
la surface de la FSV (surface détectée > 250 p.i.). Dans le cas contraire
(surface détectée < 250 p.i.), le centre de la FSV est localisé@ dans une
fibre non détectée (fibres 2 ou 3 dans le premier temps, fibre 2 dans le
deuxi@me temps). Du fait des 10 p.i. d'épaisseur de cette fenétre, les
petites imperfections de structure comme les petits trous dans les fibres
ou les fins espaces conjonctifs entre les fibres seront sans incidence sur

la validité des résultats.

Pour 1'échantillonnage, quatre champs microscopiques sont pris
au hasard et dans chacun de ces champs de référence (d'une surface moyenne
2)

d'environ 750 um¢), quatre fois quinze FSV consécutives sont mesurdes dans

le sens du balayage indiqué sur la figure 11.

On obtient donc une succession de 240 FSV et on considére ensuite
le nombre "S" de suites de FSV indentiques consécutives comme illustré dans

1'exemple ci-dessous :

FI-F1-F2-F1-F1-F1-F1-F3-F1~F3-F3-F2-F2-F2~-Fl-F1~Fl-F3~F2-F2-F2-F2-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Les paramétres obtenus sont donc :

.. S nombre total de suites

«+. NS(1) nombre de suites de fibres de type !
... NS(2)

... NS(3)

avec bien &videmment S = NS(1) + NS(2) + NS(3).
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Ainsi dans 1l'exemple cité& précédemment:

S = 10 suites

NS(1) = 4 suites (les n°l, n°3, n°5 et n°8)
NS(2) = 3 suites (les n°2, n°7 et n°10)
NS(3) = 3 suites (les n°4, n°6 et n°9).

Il est &vident que le nombre total de suites S donne une idée
de la répartition relative des trois types de fibres 3 1'intérieur du muscle.
Une valeur &levée indique une alternance réguliére des trois types de fibres.
Une valeur faible indique au contraire la présence de groupements de fibres

de méme type histochimique.

Le nombre de suites d'un type particulier de fibres (NS) est
donc directement proportionnel au nombre relatif de ce type de fibres dans

le muscle par rapport aux deux autres types.
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I - RESULTATS

Dés sa pénétration dans le muscle sternocéphalique, le nerf spi-
nal accessoire se ramifie en plusieurs branches. Ces ramifications nerveuses
se subdivisent & leur tour 3 1l'intérieur du muscle jusqu'3 donner des fibres
isolées. Au contact des fibres musculaires, ces axones &tablissent des jonc-

tions fonctionnelles : les plaques motrices.

Les plaques motrices ou jonctions neuromusculaires comprenment
deux composantes principales, l'une nerveuse et l'autre musculaire. Ces deux
composantes sont séparées par un espace appelé fente jonctionnelle (Figs 12,
13, 14 et 15).

A) COMPOSANTE NERVEUSE

4
A proximité& des sites jonctionnels, les axones perdent leur

gaine de myéline et viennent se loger dans une goutti@re synaptique. Une
cellule de Schwann terminale, ou téloglie, ferﬁe le cdté extérieur de cette
gouttidre isolant ainsi 1l'extrémité axonique contrairement 3 ce qui est
observé chez les Vert&brés inférieurs, la téloglie n'émet pas de prolon-
gements qui viennent s'interposer entre 1l'axone et le muscle. Le cyto-
plasme té€loglial, relativement dense aux électrons, est riche en réticu-
lum endoplasmique granuleux et contient quelques vésicules et des mito-

chondries.

Quant 3 la terminaison axonique, elle présente un cytoplasme -
moins dense aux électrons. Elle contient principalement des vésicules et
des mitochondries, ces deux types d'organites occupant la totalité du

volume de la terminaison axonique.

1) Les vésicules

Il est possible de distinguer trois sortes de vésicules qui

différent les uns des autres par leur forme, leur taille et la densité
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F,('_Qu/z,e, 12 - Jonction neuwromuscuwlaine normale.

La terminaison axonique est trh2s riche en petites vésdicules
jonctionnelles (v) panmi Lesquelles sont dispersles quelques
vesiaules & coeun dense de 100" nm de diamdtre envinon (4L2ches),
entourant une mitochondrie (M) allongle. Cette extnemité axo-
nique est recouverte par La Lame cytoplasmique d'une cellule de
Schwann (s). Le plan de coupe permet d'observer sur £a face
interne de La membrane préjonctionnelle quelques zones actives
(ZA). L'appareil -sous-newrwal est bien développé. Quant & La

. A0Le musculaire qui recouvre Lok deux myodibrilles (mf), elle
renferme des mitochondnies arrondies ou ovoldes (M), un appa-
necl de Golgi (G), un noyau (N) et du glycogine (GL).

x 20 000

Figure 13 - Plaque motrnice montrant L'abondance de mitochandries (M) allon-

Ges dans La terminaison nerveuse, avondies ou ovoides dans
%iaioze musculaine. Cette denilre est par ailleuns niche en
glycogine (GL). La ternminaison nerveuse contient de nombreuses
vésicules jonctéonnelles (V) qui se regroupent parnfodd au ni-
veau des zones actives (ZA). L'appaneil sous-neuwral, bien dé-
velopps, présente des plis primaires (I), secondaines (I1),
voirne tertiaines (111). ‘

m§ : Myodibrille ; S : Cellule de Schwann.
x 21 300



CHAPITRE 1

ULTRASTRUCTURE DE LA JONCTION NEUROMUSCULAIRE NORMALE
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aux Eélectrons de leur contenu. Suivant la forme, deux catégories peuvent &tre

décrites :

- Des vésicules allongées sont assez fréquemment observées au
niveau des terminaisons axoniques. Ces vésicules ont une longueur moyenne
de 75 & 100 nm et une largeur dé 25 nm. Elles sont dispersées parmi les
autres catégories de vésicules d'une manidre assez homogéne. Leur aspect
aplati rappelle celui des vésicules rencontrées dans les synapses inhibi-

trices du syst@me nerveux central.

- Les vésicules rondes peuvent &tre subdivis@es, suivant la
taille et la densité aux électrons de leur contenu, en deux sous—groupes,
les petites vésicules, 3 coeur clair, dont le diamétre varie entre 50 et
60 nm, sont, de loin les plué nombreuses. Les autres, 3 coeur relativement
plus dense, sont d'assez grande taille puisque leur diamétre est compris

entre 100 et 120 nm. Ce sont les moins fréquemment observées.

2) Les mitochondries

Le nombre des mitochondries présentes dans les terminaisons
axoniques est relativement important. Elles forment, généralement, des
amas localisés dans la partie centrale de ces terminaisons. En coupe, elles
peuvent apparaitre sous des formes allongées ou arrondies. Si la longueur
des mitochondries allongées peut &tre tr&s importante (plus de 2 000 nm),
leur diamétre avoisine 250 nm. Quant aux formes arrondies, elles ont un
diamétre de 250 nm en moyenne. Ceci suggdre que les mitochondries des ter-
minaisons axoniques sont de forme plus ou moins cylindrique, avec une lon-
gueur trés souvent importante et un diam@tre assez stable, voisin de 250 nm.
Enfin, les crétes mitochondriales sont gén&ralement orientées paralldlement

34 1l'axe longitudinal de 1l'organite.

3) Llaxolemme

L'axolemme ne présente de spécialisations notables que dans la
région préjonctionnelle. L3, il forme des aré@tes, saillant dans la partie
jonctionnelle, renforcées cdté axoplasmique, par un matériaux dense. Ces
ensembles constituent les zones actives. Ces zones actives sont des sites

privilégié&s au niveau desquels se réalise 1'exocytose des vésicules.
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Figure 14 - Jonction newromusculaire normale du muscle sternocéphalique.

La cellule de Schwann (S), au cytoplasme dense, contient du r&ticulum
endoplasmique granuleux et des vésicules. Pres des zones actives (Za),
situes en negarnd de £'ouvernture des plis sous-newwaux (P), viennent
s'accrochen des vésicules jonctionnelles. La sole musculaire est
pauvre en mitochondries mais niche en glycogéne (G) et en &Léments
vésicuwlaines (% ). Le sarncolemme formant L'apparell souws-neural est
tnes dense aux lLectrons dans Les n2gions juxtaneurales (gleches).

N : noyau ; mg : myogibrilles.
x 30 800

Figune 15 - Plaque motnice témoin 4 sofe musculaire pauvre en mitochondries
mais riche en glycogene (G) et en vésicules ( % ).
Les mitochondnies (M) de La terminaison axondique sont allongies
et ont des crétes paralleles au grand axe de 2£'organite.

x 15 900
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B) COMPOSANTE MUSCULAIRE

Comme chez tous les Mammif&res, les jonctions neuromusculaires
réalisées entre le nerf spinal et le muscle sternocéphalique sont tré&s lo-
calisées. A ce niveau, les fibres musculaires présentent plusieurs particu-

larités dont les plus importantes conservent le sarcolemme et le sarcoplasme.

1) Le_sarcoplasme_jonctionnel

Le sarcoplasme est normalement réparti en une tr&s fine couche
sous—sarcoplasmique. Son volume s'accroit au niveau des noyaux mais c'est
dans la région postjonctionnelle, ou sole musculaire, qu'il est le plus

abondant. A cet endroit, il renferme :

. des mitochondries en tr&s grand nombre réparties en paquets de
formes plus ou moins ovoides et présentant des crétes orient@es tantdt

longitudinalement, tantdt transversalement ;

. du glycogéne dont la présence en grande quantité, couplée 3 la
richesse en mitochondries, atteste d'une activité métabolique locale trés
importante. Le reste de la sole musculaire est occup@ par des vésicules
de différentes tailles, quelques appareils de Golgi et des noyaux.

.

2) Le sarcoplasme jonctionnel ou membrane Qost—jqnc;ionnelle

Le sarcolemme constitue une enveloppe parfaitement réguliére
autour de la fibre musculaire. Il ne présente de spécialisations notables
qu'au niveau des invaginations du systéme tubulaire transverse et au niveau
jonctionnel. Au fond de la gouttidre jonctionnelle, creus@e dans la sole
musculaire, il s'invagine en une multitude de plis regroupés sous le terme
d'appareil sous-neural. Les plis sous—neuraux peuvent &tre simples ou ra-
mifiés. Ces derniers peuvent présenter des ramifications primaires, secon-
daires voire tertiaires ou quaternaires, ce qui augmente considérablement
la surface cellulaire 3 ce niveau. En coupe, ces plis sous-neuraux sont
plus ou moins rectilignes avec une lumidre de 50 3 60 nm de large remplie
par une substance dense aux électrons. Celle-ci se condense dans le plan
médian du pli donnant 3 1'ensemble une allure pentalaminaire. C'est sous ce
méme aspect que se présente d'ailleurs la fente jonctionnelle. Enfin, sur
les lévres des plis sous—neuraux, la membrane postjonctionnelle présente

des zones plus denses aux &lectrons.
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[T - DISCUSSION

L'étude ultrastructurale des jonctions neuromusculaires établies
par le nerf spinal accessoire sur le muscle sternocéphalique, que nous avons
menée, n'a pas tenu compte du type des fibres musculaires innervées, bien
que, comme nous avons pu le constater, le muscle soit composé de trois types
de fibres : rouges, blanches et intermédiaires. Les données bibliographiques
suggérent qu'd chaque type de fibres musculaires correspond un type de jonc-
tion neuromusculaire différent des deux autres par un certain nombre de ca-
ractéristiques. Ainsi, OGATA et al ont &tudié en microscopie Electronique
d transmission (1967) et 3 balayage (1984, 1985) les jonctions neuromuscu-
laires rencontrées dans les trois types de fibres du muscle intercostal de

Rat. Ils en ont dé&duit les résultats suivants :

- Dans les fibres blanches, les jonctions neuromusculaires pré-
sentent un site jonctionnel de grande dimension. La gouttidre sous-neurale,
trés profonde, présente de nombreux et importants replis. L'appareil sous-—
neural est lui-m@me constitué de plis profonds et ramifiés. Habituellement,
les multiples ramifications de la terminaison axonique sont couvertes par

trois cellules télogliales.

- Dans les fibres rouges, le site jonctionnel est de tr@s petite
taille. La goutti&re sous-neurale, peu profonde et peu plissée, montre, en
coupe, des plis sous—neuraux tr@s courts et peu ramifiés. Une seule cellule

de Schwann couvre les quelques ramifications axoniques terminales.

- Quant aux fibres intermédiaires, leurs caractéristiques se
situent 3 mi-chemin entre celles des deux autres types de fibres et notam—
ment les ramifications axoniques terminales sont couvertes par deux cellules

télogliales.

Ceci &tant, plusieurs de nos résultats méritent confrontation

avec les données bibliographiques.




46

A) COMPOSANTE NERVEUSE

1) Les cellules té&logliales

Quel que soit le nombre de ces cellules, elles ne recouvrent pas
1'ensemble du site jonctionnel mais émettent des prolongements qui coiffent
la totalité des ramifications de la terminaison axonique (COUTEAUX, 1960 ;
OGATA et al, 1967, 1984, 1985). De ces prolongements, naissent de petites
digitations qui assurent l'ancrage de ces cellules gliales dans la lame
basale du sarcolemme. Chez les Amphibiens, BIRKS et al (1960a) et PEPER
et al (1974) ont observé des prolongements télogliaux pénétrant dans la
gouttiére jonctionnelle et s'intercalant entre les membranes pré- et
postjonctionnelles. L'interposition de ces prolongements télogliaux dans
la fente jonctionnelle serait une caractéristique des jonctions neuromus-
culaires de fibres rapides (PAGE, 1965 ; VERMA et REESE, 1984). Nous
n'avons pas constaté une telle organisation dans ies jonctions neuromus-—
culaires que nous avons observées. Ceci rejoint les observations que
PALADE et PALAY (1954), REGER (1954, 1955, 1957), ROBERTSON.(1954, 1956)
et COUTEAUX (1960) ont faites sur des jonctions neuro-
musculaires de Mammifdres. Le cytoplasme de la cellule de Schwann a un
aspect plus ou moins dense en microscopie électronique. La répartition
des fins granules, des filaments, des vésicules de différentes tailles

et des mitochondries varie d'une région & une autre.

2) La terminaison axonique

PALADE et PALAY (1954) et ROBERTSON (1956) ont décrit des vé-
sicules d'un diamé&tre de 30 3 50 nm dans les terminaisons nerveuses en
contact avec les muscles striés. Chez la Souris, ces vésicules ont un
diam@tre de 50 3 60 nm (REGER, 1959), ce qui rappelle les valeurs que
nous avons trouvées dans les jonctions neuromusculaires de nos prépa-
rations. COUTEAUX (1960) compare leur aspect & celui des vésicules sy-
naptiques décrites au niveau des synapses neuro-neuronales. Les vési-

cules représentent le constituant le plus caractéristique de la région
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présynaptique des synapses chimiques. Depuis, DEL CASTILLO et KATZ (1954)
et DE ROBERTIS et BENNETT (1955) ces vésicules sont généralement considérées

comme le lieu de stockage des neuromédiateurs.

Le nombre des vésicules est variable. Il varie, déj3, au cours de la
synaptogendse puisque les premidres terminaisons nerveuses comptent tré@s peu
de vésicules (DELORME, 1971). Mais, chez 1'adulte, il peut varier aussi en
fonction du plan de coupe, de 1l'dge et de l'activité fonctionmnelle de la cel-
lule. Pour COUTEAUX et PECOT DECHAVASSINE (1973) et KaNIG et al (1975), leur

nombre dépendrait aussi de la méthode de préparation des &chantillonms.

Deux hypothéses complémentaires sont couramment avancées pour
expliquer 1'origine des vésicules synaptiques : 1l'une sugg@re leur syn-
thése au niveau du péricaryon et leur transfert vers le bouton synaptique
au moyen du transport axonal, l'autre propose une formation locale. Cette
dernidre pourrait comprendre le recyclage des membranes vésiculaires incor-
porées dans la membrane présynaptique lors de la transmission comme 1'ont

proposé HEUSER et REESE (1973) dans leur cycle exo—endocytaire.

D&s 1965, UCHIZONO signale 1'existence de deux types morpholo-
giques de vésicules, sphériques et aplaties, dans les synapses du systéme
nerveux central et suggére que les boutons terminaux contenant les vési-
cules aplaties sont inhiﬁiteurs et ceux contenant les v@sicules sphériques
sont excitateurs. Cette dualité &tait mise en doute par WALBERG (1965),
LUND et WESTRUM (1966) et CECCARELLI et PENSA (1968) qui attribuaient
1'aplatissement des vésicules 3 un artefact de fixation. L'osmolarité du
tampon (VALDIVIA, 1971) ou de la solution fixatrice (KORNELIUSSEN, 1972a)
utilisés lors du traitement des échantillons serait impliquée dans 1'apla-
tissement des vésicules. Le fait que les vésicules synaptiques observées
en cryodécapage par SOTELO (1971) et AKERT et al (1972) sur des &chantil-
lons non fix&s soient toutes sphériques pourrait &tre considéré comme une
confirmation de cette explication. Cependant, d'autres hypoth@ses peuvent
&tre avancées. L'aplatissement des vésicules pourrait &tre en rapport avec
le vieillissement (LARRAMENDI et al, 1967), avec la dégénérescence des sy-
napses (JONES, 1975) ou encore avec le fonctionnement synaptique (BIRKS,

1971 ; KORNELIUSSEN, 1972b ; KORNELIUSSEN et al, 1972). Tout comme MANOLOV
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chez le Rat (1967), nous avons trouvé dans les jonctions neuromusculaires de
nos préparations des vé@sicules aplaties coexistant avec de nombreuses vési-
cules sphériques. Si MANOLOV attribue, comme les auteurs cités précédemment,
la présence des vésicules aplaties 3 un artéfact de fixation, une autre
explication pourrait &tre avancée. En effet, pourquoi ne pas envisager la
coexistence réelle et permanente des deux types de vésicules, les sphériques
contenant le neurotransmetteur classique qu'est 1'acé&tylcholine dont on
connait les effets activateurs, et les aplaties contenant une autre subs-
tance qui pourrait jouer un rdle modulateur lors de la transmission de
1'information comme le sugg@re BURNSTOCK (1985) pour ce qui concerne les
jonctions neuromusculaires du diaphragme de Rat. Cette hypoth&@se pourrait
rejoindre celle qu'avait proposée UCHIZONO (1965),lorsqu'il attribuait

des fonctions activatrices et inhibitrices respectivement aux vésicules

sphériques et aplaties de boutons synaptiques différents.

A cOté des vésicules claires dont nous venons de discuter de la
taille, du nombre et de la forme, nous avons parfois trouvé des grandes
vésicules sphériques 3 coeur dense. Leur taille dépasse généralement 80 nm
(MANOLOV et OVTSHAROFF, 1982) ce qui est conforme aux valeurs que nous
avons déterminées (100 - 120 nm). Ces vésicules ne représentent qu'une
faible partie de la population vésiculaire. De telles vé@sicules sont
également présentes dans des terminaisons synaptiques adrénergiques,
qu'elles soient localisées dans le systéme nerveux central ou périphérique
(VAN ORDEN et al, 1966 ; BLOOM, 1972). TAXI (1965) en a &galement trouvé
dans les boutons synaptiques cholinergiques. Ces vésicules 3 grand coeur
dense pourraient contenir des monoamines biog&nes (RICHARDS et TRANZER,
1970).

b - Les mitochondriies

Un des points remarquables concernant les mitochondries de la
terminaison axonique est leur localisation groupée au centre de 1l'extrémité
nerveuse. Cette disposition rappelle celle décrite par VERMA et REESE (1984)

dans la jonction neuromusculaire de Grenouille.
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La membrane préjonctionnelle peut &tre facilement distinguée du
reste de 1'axolemme que ce soit en microscopie &lectronique classique ou
en cryodécapage, car elle est soulignée par la présence d'un tr&s grand
nombre de minuscules indentations correspondant aux zones actives (COUTEAUX
et PECOT DE CHAVASSINE (1970 a, b, 1973), DREYER et al (1973), PEPER et
al (1974) et SANDRI et al(1977). Les zones actives sont des lieux privi-
légiés au niveau desquels les vésicules synaptiques se fixent et libérent
leur neurotransmetteur. Chez la Grenouille, VERMA et REESE (1984) notent
des répartitions différentes de ces zones actives selon les fibres muscu—

laires innervées :

- Dans les jonctions neuromusculaires des fibres rapides, les
zones actives sont situées en regard des ouvertures des plis sous-neuraux
et les vésicules synaptiques se fixent par ,paires, de part et d'autre de la

barre dense.

- Dans les jonctions neuromusculaires des fibres lentes, ces
zones actives sont non seulement localis&es en face d'invaginations du
sarcolemme, mais aussi entre celles—ci et les vésicules synaptiques

s'ouvrent de part et d'autre de la barre de facon irrégulidre.

Les observations que nous avons réalis&es ne nous permettent pas
de relier la distribution des zones actives de telle ou telle jonction
neuromusculaire 3 tel ou tel type de fibre musculaire. Par contre, elles
se rapprochent beaucoup des résultats décrits par PEPER et al (1974)
puisque si toutes les zones actives que nous avons observées sont situées
en face de plis sous—neuraux, il n'y a pas forcément une zone active en
face de chaque pli sous—neural. Par ailleurs, notre &tude, purement quali-
tative des zones actives, ne nous permet pas d'établir la relation entre
le nombre de zones actives et l'activité jonctionnelle comme 1l'ont fait

HEUSER et al (1974).
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B) FENTE JONCTIONNELLE

Si 1'espace synaptique des synapses neuro-neuronales est de
15 3 20 nm, celui des jonctions neuromusculaires est plus large et contient
une substance amorphe subdivisée en deux couches par une ligne dense médiane.
Certaines techniques de fixation et de contraste permettent une visualisa-
tion encore meilleure de cette ligne en mettant en &vidence la présence
de groupes acides. Cette ligne médiane correspond 3 1'adhésion des revé-
tements membranaires pré- et postjonctionnels (MANOLOV et OVTSCHAROFF,
1982). Cet aspect correspond 3 celui que nous avons observé dans les

jonctions neuromusculaires de nos préparatioms.

C) COMPOSANTE MUSCULAIRE

1) Membrane postsynaptique

Au niveau jonctionnel, le sarcolemme poss@de des spécialisations
morphologiques et fonctionnelles lui permettant d'assurer son rdle dans la
transmission de 1l'information. Contrairement 3 ce que l'on peut observer
chez les Amphibiens, les fibres musculaires de Mammif&@res présentent des
sites jonctionnels trés localisés. Ceci pose-'d’ailleurs un probléme
d'échantillonnage qui peut &tre résolu par l'utilisation de la technique
permettant la révélation de 1'activité acétylcholinesté&rasique. Nous avons
appliqué la technique de KOELLE et FRIEDENWALD (1949) qui, grice 3 l'uti-
lisation de 1'iso OMPA, permet de ne révéler que la seule activité acétyl-

cholinestérasique propre aux jonctions neuromusculaires.

Le sarcolemme jonctionnel s'invagine en une multitude de plis
désignés sous le terme d'appareil sous—neural. Cet appareil a &té observé
pour la premiére fois, en microscopie photonique, par COUTEAUX (1944, 1947),
puis en microscopie &lectronique par PALADE (1954) et ROBERTSON (1954, 1956b).
Chez les Amphibiens, les plis sous—neuraux sont disposés perpendiculairement
3 1'axe longitudinal de la goutti&re. Ils sont répartis d'une fagon assez
réguliére : approximativement trois 3 quatre plis par sarcom@re selon BIRKS |
et al (1960a). Par contre, chez les Mammif&res, la répartition des plis sous-
neuraux est beaucoup moins régulid&re (BIRKS et al, 1960 ; COUTEAUX, 1960).
L'aspect, plus ou moins ramifi&, des plis sous—neuraux dépend et du type

de fibres musculaires (OGATA et al, 1967, 1984, 1985) et du plan de coupe :
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une coupe perpendiculaire aux plis révélera 1'abondance de ceux-ci au
fond de la gouttidre jonctionnelle (COUTEAUX, 1960). La lumiére des plis
sous-neuraux présente le méme aspect que celui de la fente jonctionnelle.
Nous avons &galement observé ces différentes caractéristiques morpholo-
giques dans les jonctions neuromusculaires du muscle sternocéphalique

du Lapin. La face cytoplasmique du sarcolemme recouvrant les lévres des
plis sous-neuraux est soulignée par la présence de matériel dense aux
€lectrons. BIRKS et al (1960a) et RASH et ELLISMAN (1974) observent 4que
la région juxtaneurale des invaginations postjonctionnelles des plaques
motrices de Mammiféres est plus dense aux électrons que les autres mem-
branes cellulaires. En utilisant différents types de fixateurs, BIRKS et
al (1960) purent montrer que ces zones denses &taient constituées par
1'accumulation de molé&cules protéiques, lesquelles correspondraient 3 des
récepteurs 3 acétylcholine et 3 des molécules d'acétylcholinestérases.
Ces hypoth&ses ont &té& reprises par FAMBROUGH et HARTZELL (1972) et
ALBUQUERQUE et al (1974). Elles ont &té confirmées par des é&tudes auto-
radiographiques des jonctions neuromusculaires de Souris (FERTUCK et
SALPETER, 1974) et par des analyses des régions juxtaneurales en cryo-
décapage et en microscopie électronique 3 transmission aprés extraction
lipidique (RASH et ELLISMAN, 1974). CHIU et al (1973) et KEMP et al (1973)
ont isolé, au niveau des jonctions neuromusculaires de Mammifé&res, des
complexes de récepteurs & acétylcholine d'un poids moléculaire (P.M.)

d'environ 550 000 Daltonms.

En utilisant de la lécithine d'oeuf et des récepteurs & acétyl-
choline extraits de muscles squelettiques de Mammif&res et partiellement
purifiés, KEMP et al (1972, 1973) ont pu fabriquer des membranes artifi-
cielles & double couche dans lesquelles ces récepteurs, intégrés, pré-
sentaient une activité fonctionnelle. Cette activité est abolie quand ces
complexes & haut P.M. sont traités avec un détergent tré&s fort. C'est
ainsi qu'en présence de S.D.S. (Sodium dodecyl sulphate),les complexes
fonctionnels de récepteurs d'environ 500 000 Daltons se fragmentent en
quatre d six sous—-unités de 90 000 Daltons chacune. Ces sous—unités

présentent deux sites 3 aBgTx (a—-Bungaro-Toxine), le premier correspond au
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site de fixation de l'acétylcholine susceptible d'&tre bloqué par la
d-Tubocurarine, le second correspond au site modulateur de la conductance
ionique (I.C.M.) non bloqué par le curare (ALBUQUERQUE et al, 1973,

1974b et c) et CHIU et al (1974).

Pour résumer, RASH et ELLISMAN (1974) suggérent qu'in vivo, les
complexes fonctionnels (AchR-I.C.M.) des jonctions neuromusculaires de
Mammiféres ont un P.M. de 500 000 Daltons, une taille d'environ 10 nm,
contiennent, au moins, quatre 3 six sites récepteurs 3 acétylcholine et
sont regroupés en amas protéiques dont la densité est d'environ 1 800

2

particules par um“. Ces caractéristiques peuvent varier d'un Vertébré

34 un autre.

2) Le sarcoplasme jonctionnel

Trois constituants de ce sarcoplasme sont remarquables, ce

sont les mitochondries, le glycogéne et les vésicules.

a - Les mitochondrnies '

Les mitochondries sont des constituants importants de la sole
musculaire. Elles peuvent, selon le plan de coupe et selon le type de
fibres musculaires, &tre peu nombreuses voire absentes au niveau de
certains sites jonctionnels. Elles sont réparties en amas plus ou moins
volumineux dans la sole musculaire. Elles sont ovoldes et leurs crétes
sont généralement perpendiculaires & leur grand axe, différant en cela
des crétes des mitochondries de la partie nerveuse oll elles sont orien-

tées parallé&lement @ 1'axe longitudinal de l'organite.

D'aprés OGATA et al (1967, 1984 et 1985), 1'importance des .mi-
tochondries au niveau jonctionnel dépend du type de fibres musculaires.
Ainsi, dans le muscle intercostal de Rat, les fibres rouges seraient tré&s
riches en mitochondries d'assez grande taille, alors que les fibres blanches
en seraient presque dépourvues. Quant aux fibres intermédiaires, les nom-
breuses mitochondries qu'elles contiennent sont de petite taille. Ces

mémes remarques ont &té faites par STEIN et PADYKULA (1962) et GAUTHIER
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et PADYKULA (1966) sur le diaphragme de Rat. Pour VERMA et REESE (1984),
la pauvreté@ en mitochondries serait une caractéristique des fibres lentes

chez la Grenouille.

b - Le glycogene

Nous n'avons pas fait d'étude particulidre pour déterminer
la nature des grains que nous avons pris pour &tre faits de glycogéne.
Néanmoins, une simple observation permet de les discriminer des ribo-
somes que nous pouvons observer & la surface du réticulum endoplasmique
granuleux souvent rencontré@ dans cette région. La présence de glycogéne
dans cette région a déja &té décrite par FAWCETT et SELBY (1958) chez
la Tortue et REGER (1959) chez la Souris.

e - Les vesicules

— e —— i — ——

La sole musculaire contient peu de vésicules. Quelques unes
ressemblent aux vésicules synaptiques (REGER, 1959). D'autres possédent
un revétement qui pourrait les faire assimiler & des vésicules enrobées.
Pour ALTMAN (1971), les vésicules enrobées observées dans les régions
postsynaptiques des synapses du syst&me nerveux central participeraient
d 1'élaboration des densités de la membrane ﬁostsynaptique. Selon lui
et d'aprés STELZNER et al (1973), ces vésicules seraient formées par
1'appareil de Golgi et gagneraient la membrane postsynaptique dans
laquelle elles fusionneraient. Par contre, KANASEKI et KODATA (1969)
et HEUSER et REESE (1973) pensent que ces vésicules sont formées par
endocytose au niveau du sarcolemme. Il est probable, comme le suggérent
BURRY et al (1984), que ces vésicules aient une origine double golgienne

et sarcolemmique et qu'elles puissent participer & un cycle endoexocytaire.




CHAPITRE II

ULTRASTRUCTURE DES PLAQUES MOTRICES EN COURS DE
DEGENERESCENCE
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[ - RESULTATS

Le protocole expérimental utilisé lors de la suture crois@e hété-
rogéne induit la dégénérescence des fibres motrices du nerf spinal accessoire
dans sa portion périphérique et ipso facto celle des jonctions neuromuscu-
laires. Afin de suivre la cinédtique de cette dégénérescence, plusieurs

stades ont été définis.

A) STADE I : 24 HEURES APRES DENERVATION (Figs 16, 17et 18)

La composante musculaire ne semble pas avoir souffert de la déner-
vation. Le cytoplasme de la sole musculaire a conservé son aspect normal : il
est toujours riche en glycogdne et renferme de nombreuses mitochondries et
quelques vésicules dont certaines ont un diam&tre relativement important
(40 3 50 nm). Elles sont situdes sous la membrane postjonctionnelle entre
les invaginations de 1'appareil sous-neural. L'aspect de la membrane post-—
jonctionnelle et de ses invaginations ressemble & celui qu'elle présentait

chez les témoins.

En revanche, la composante nerveuse est relativement tré&s touchée.
En effet, le nombre des vésicules synaptiques chute considérablement sans,
toutefois, que la proportion entre vésicules arrondies et vésicules aplaties
soit altérée. Les vésicules restantes sont regroupées en agrégats dispersés
3 proximité de la membrane pré&jonctionnelle. Quant & leur aspect, il n'est
pas modifi&. Les mitochondries sont tr@s sensibles & la d&nervation. Dans
certaines terminaisons, elles présentent un gonflement important, leur
diamétre pouvant atteindre 700 nm. Ce gonflement se traduit par un &clair-
cissement considérable de la matrice. Le nombre des cré@tes mitochondriales
se réduit et leur disposition est le plus souvent radiaire. Les formes
arrondies sont les plus fréquentes. La réduction du nombre de vésicules
et le gonflement des mitochondries donnent 3 la terminaison un aspect
plus clair. L'axoplasme semble s'&tre enrichi en neurofilaments. L'axolemme

est parfois difficilement repérable.

Enfin, et contrairement 3 ce que nous avons vu chez le témoin,
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Figure 16 - Jonctions newromusculaires du muscle sternociphalique, 24 hewres
apnis dénervation.

La néduction du nombre des vésicules fonctionnelles (V) agglutinies
pres de La membrane préjonctionnelle rend L£'axoplasme clairn. Les Thods
Ztypes de vésdicules sont toufours prisents ainsd que des mitochondries
(M) annondies dont Les crnétes sont parfois disposies d'une maniére

plus ow moins radiainre.

La s0le musculaire est niche en glycogéne (G) et contient des mitochon-
dries. Le sarncolemme fonctionnel est thes dense aux 2Lectrons dans ses
nigions juxtanewrales .(4Leches).

NF : newrofilaments ; S : cellule de Schwann ; Za : zone active.
x 33 600

Figure 17 - La cellule de Schwann (S) Zmet des digitations qui viennent
5" interncalen entre Les membranes prné-{ &) et post-jonction-
nelles ( % ).

x §6 400

Figure 18 - Le gonglement des mitochondries (M) de La terminaison nerveuse
dont Les cretes deviennent radiaires est thes net.

x 69 600
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des digitations t@logliales peuvent venir s'intercaler entre les membranes
pré- et postjonctionnelles. La terminaison axonique se trouve ainsi séparée

localement de la goutti@re synaptique (Fig. 17).

B) STADE II : 48 HEURES APRES DENERVATION (Figs 19 et20).

Les processus de désorganisation des jonctions neuromusculaires
observés apré&s dénervation s'accentuent au fil du temps. La composition

de la composante musculaire semble assez stable mais son épaisseur se réduit.

En revanche, la détérioration de la composante nerveuse se pour-
suit. La terminaison axonique semble se désagréger dans la gouttidre jonc-
tionnelle. L'espace jonctionnel devient, de ce fait, démesurément large et
renferme des restes d'axones et du collagéne. Rares sont les terminaisons
axoniques qui présentent encore un aspect granuleux et relativegent dense
aux électrons. Dans la plupart d'entre elles, il n'y a ni mitochondries,
ni vésicules. Les zones actives sont de plus en plus difficiles 3 distin—

guer. *

Enfin, la téloglie se rapproche de, la goutti8re jonctionnelle

ainsi dégarnie et vient, par endroit, s'accoler & l'appareil sous-neural.

C) STADE III : 72 HEURES APRES DENERVATION (Figs 21 et22)

A ce stade, la composante musculaire commence 3 8tre touchée
par la dégénérescence. Le volume de la sole musculaire est &normément
réduit. Son cytoplasme contient toujours du glycogéne, mais le nombre
des mitochondries a considérablement diminué. Les mitochondries restantes
sont plus ou moins gonflées et parfois &clatées. Les vésicules ne sont que
rarement observées, alors que le réticulum endoplasmique granuleux est
fréquemment observé. Quant au sarcolemme jonctionnel, il semble qu'il
ait souffert par endroits et que ses replis sous—neuraux soient moins

profonds.

La composante nerveuse, pour sa part, continue & se dégrader.

Ainsi, nous n'avons pas pu distinguer d'éléments axoniques au niveau de
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Figure 19 - Jonctions newromusculaires du muscle sternoc€phalique, 48 heures
apres dénervation.
Au niveau de La gouttitre jonctionnelle, L ne reste plus que des dé-
bris d'axones (§L2ches). La cellule de Schwann (S) et du collagéne (C)
envanissent de plus en plus cette gouttiere. La sole musculaire est
thes niche en glycogéne (G) et en mitochondries (M).
M§ : myogilaments ; N : noyau ; P : plis sous-neuraux.
x 17 300

Figure 20 - L'espace fjonctionnel est démesunément Large du fait de La dispa-
nition des eléments axoniques. La sole musculaire est trhés niche
en glycogéne (G), son sarcolemme semble intact et forme ZLoufours
Les neplis membranairnes de L'appareil sous-neural (P).

N : noyau.
X 45 600
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Figure 21 - Plaques motnices en dégénirescence, 72 heures apr2s dénervation.

La gouttiene jonctionnelle est envahie de plus en plus par La cellule

de Schwann (S).

La s0le musculaine est trhes niduite et contient du glycogéne (G). Le

sarcolemme fonctionnel, moins net pan endroits, présente toufourns des

densifications juxtaneurales (gLéches).

C : collagéne ; mg : myogilaments ; RG : rneticulum endoplasmique
granuleux.

x 22 000

Figune 22 - Seules des fibres de collagéne (C) et des digitations de fLa cel-
Lule de Schwann (S) sont prisents dans La gouttiere jonctionnelle.
La s0le musculaire, bien que de taille néduite, possede toufours
ses plis sous-newraux (P) et contient du glycogene (G).
M : mitochondnies ; m§ : myogilaments ; N : noyau.
x 17 300
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la gouttidre jonctionnelle. Cette dernidre est envahie, d'une part, par
la téloglie et, d'autre part, par une importante production de collagéne.
Trés riche en réticulum endoplasmique granuleux, la téloglie vient trés

souvent s'appliquer contre 1l'appareil sous-neural.

D) DEGENERESCENCE A LONG TERME : 2 MOIS APRES DENERVATION

Chez les animaux dénervés deux mois, nous n'avons pas observé
de jonctions neuromusculaires. Ainsi, 1'é&tude de la cinétique de dégéné-

rescence a été volontairement arrétée au stade 72 heures aprés démervation.
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La section d'une fibre nerveuse induit un processus de d&géné-

rescence de part et d'autre du site de la 1&sion. L'extrémité nuclée

' subit une dégénérescence rétrograde responsable, entre autre, d'une chromatolyse

du soma. Ce phénoméne transitoire est d'autant plus important que la
section est proche du corps cellulaire. L'extrémité anucléée de la fibre

connait une dégénérescence définitive dite Wallerienne.

La dénervation des muscles striés squelettiques s'accompagne,
entre autre, d'un certain nombre de modifications ultrastructurales des
jonctions neuromusculaires. Comme nous 1'avons observé au cours de la dé-
nervation du muscle sternocéphalique de Lapin, ces modifications concerment
principalement la composante nerveuse. Plusieurs travaux ont &té consacrés
34 ce probléme et les résultats qu'ils ont apportés sont les mémes quel que
soit le groupe animal sur lequel ils ont &té effectu&s. Ainsi, REGER (1959)
chez la Souris, BIRKS et al (1960b) chez la Gremouille, USHERWOOD et al (1968)
chez le Criquet, MILEDI et SLATER (1970) chez le Rat et TACHIKAWA et
CLEMENTI (1979) chez la Souris, ont observé, apr&@s dénervation, une chute
du nombre de vésicules jonctionnelles avec agglutination des vésicules res=
tantes, un gonflement des mitochondries de la terminaison axonique, une
activation des cellules télogliales qui s'intercalent progressivement entre
les membranes pré- et postjonctionnelles et finissent par occuper, aprés
disparition complé&te de la terminaison axonique, la totalité de la gouttiére
jonctionnelle., Ces principales modifications, que nous avons également obser-
v8es, surviennent plus ou moins tardivement apr@s la section du nerf et ce
délai est fonction du site de la section. En effet, suivant que la section du
nerf phrénique est réalisée au niveau du cou ou au niveau de sa pénétration
dans le muscle diaphragme, MILEDI et SLATER (1970) ont constaté que ces
altérations apparaissaient apr@s un délai plus ou moins important, les
premidres jonctions neuromusculaires touchées &tant celles qui sont situées

le plus pré&s du point de pénétration du nerf dans le muscle.

Tous les auteurs admettent l'existence d'une période de latence
post—dénervation. La durée de cette période est tr&s variable : elle peut

osciller, par exemple, entre 8 et 1l heures selon que le nerf moteur d'un
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Rat est sectionné 3 proximité ou a& longue distance de son point de pénétration
dans le muscle (MILEDI et SLATER, 1970). Par contre, chez la Grenouille, ce
délai peut varier de 3 3 4 jours, l'allongement de cette période de latence
étant vraisemblablement 1ié 3 la tempé@rature corporelle plus basse de cet
animal (BIRKS et al, 1960b). Pour ce qui nous concerne, nous avons observé

les premiers signes de dégénérescence dés le premier stade &tudié, & savoir

24 heures apré@s la dénervation. Ces résultats peuvent @tre rapprochés de

ceux présentés par MILEDI et SLATER (1970).

Tout comme nous, REGER (1959) a commencé 1'é&tude de la dégéné-
rescence des jonctions neuromusculaires du muscle gastrocnémien de Souris
24 heures aprés la section du nerf sciatique réalisée 3 mi-cuisse et en a
tabli avec précision la cinétique. Cependant, ses observations différent
des ndtres sur certains points. C'est ainsi que 24 heures apr@s démervation,
alors que nous notons une chute du nombre de vésicules jonctionnelles qui
tendent 3 s'agglutiner, un léger gonflement des mitochondries et une faible
activation des cellules télogliales, REGER ne déc&le qu'une diminution de
la densité de la matrice axonique terminale. Ce n'est que 48 heures aprés
la dénervation qu'il mentionne des alté&rations touchant 1'effectif des vé-
sicules et l'axolemme. Il est vraisemblable que ce décalage de 24 heures
est di 3 la longueur relativement importante du segment périphérique du
nerf. Il est & signaler que cet auteur ne fait aucune allusion aux cellules

télogliales.

Si deux mois apr&s dénervation, nous n'avons plus observé
d'anciens sites jonctionnels reconnaissables, BIRKS et al (1960b) affirment
que le dernier stade de la dégénérescence, au cours duquel les cellules de
Schwann envahissent la goutti&re jonctionnelle, est observable jusqu'au-deli

de 130 jours.

Le devenir de la composante musculaire des jonctions neuromus-
culaires, apr@s dénervation, a été abordé par peu d'auteurs. Nous avons si-
gnalé une diminution du volume de la sole musculaire qui s'appauvrit en
mitochondries et une réduction de la taille des plis sous-neuraux. En ce
qul concerne ces derniers, TACHIKAWA et CLEMENTI (1979) non seulement
relévent une diminution de leur taille mais aussi une réduction de leur

nombre entralnant ainsi une diminution de la surface du sarcolemme.
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I - RESULTAT

- ———— - — . -

A) CONTROLES ELECTROPHYSIOLOGIQUES DE LA REINNERVATION

Le contrdle de la ré@innervation est assuré sur les animaux su-
turés par enregistrement de l'activité électrique de la préparation (cf. Ma-
tériel et Méthodes). Seules les préparations présentant une activité &lectro-
physiologique ont €té utilis@es pour la microscopie &lectronique ou pour
1'histochimie des ATPases. Les premifres activités induites par stimulation
du tronc vagal sont enregistrées 1,5 3 2 mois aprés suture (Fig. 23). Ces
manifestations &lectriques, tr8s peu nombreuses, sont détectées 3 partir
d'un seuil d'excitation et leur amplitude ne semble pas &tre modifiée par
1'augmentation de 1l'intensité de la stimulation. Les sites @ partir desquels
ces manifestations &lectriques ont &t& obtenues sont localisés tré&s prés de
la zone d'arrivée du nerf. Les autres régions musculaires sont silencieuses
et des stimulations, méme tr&s fortes, ne permettent 1'enregistrement d'aucune

activité.

Chez les animaux contrdlés 3 partir de trois mois aprés la su-
ture, le nombre d'unités enregistrées apré@s stimulation du nerf vague réin-
nervant est relativement plus important tout comme sont plus nombreuses les
régions du muscle au niveau desquelles une activité électrique est détectée
(Figs 24-27). L'imﬁortance de la réinnervation ainsi exprimée semble "donc
augmenter en fonction du tempspost-opératoiré. Ceci est confirmé lors de
la révélation de l'activité acétylcholinestérasique puisque les sites mis
en évidence sont de plus en plus nombreux. Si des stimulations croissantes
n'augmentent que tré@s l&gdrement 1'amplitude des réponses enregistrées,
elles peuvent cependant entrainer 1'apparition de nouvelles unités (Fig. 26 )

ou réduire la latence d'unités préexistantes (Fig. 27).
Par ailleurs, on peut déceler, & ces stades de 1'expérimentation,

une activité@ spontanée plus ou moins réguliére de certaines unités (Fig. 28).

Le recueil de ces activités est aboli aprés section du nerf vague
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Figure 23 - Recrutement d'activités electriques au niveau d'un muscle, un mois
et demi apnes suture.

Etalonnage :  stimulation Sv
enregisthement 10 mv
temps 20 ms

Figure 24 - Déclenchement d'une activit? répititive dans un muscle, cing mois
apres suture.

Etalonnage : stimulation 500mv
enregistrement 10mv
Lemps —_— 20 ms

Figure 25 - Ennegistrement d'une activit? lectrique dans un muscle, clng moih

Agut
apnes sutunre.
Etalonnage : Atimutation 2v
enrnegistrhement 2mv

tomps = — Sms
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Figure 26 - Recrutement d'activités en gonction de £'amplitude de La stimulation.
Etalonnage : stimulation 2v

enregistrnement ' Smv

Sms

Lemps

Figure 27 - Autre exemple de recrutement d’ac/twufe/s en fonction de £'amplitude
de La stimulation.

Etalonnage : stimubation 2v

enregisitnement = Smv

Xemps

5ms

Figure 28 - Enregistrement d'activite spontanie dans un muscle A&innerve, 44x
mois apres suture.

Etalonnage :
ennegistrement | 10mv

ls

Lemps






CHAPITRE III

ULTRASTRUCTURE DES JONCTIONS NEUROMUSCULAIRES ISSUES DE LA
REINNERVATION
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réinnervant entre les &électrodes de stimulation et de réception.

B) OBSERVATIONS ULTRASTRUCTURALES DES JONCTIONS NEUROMUSCULAIRES

L'étude ultrastructurale des jonctions neuromusculaires &tablies
par les fibres nerveuses afférentes vagales dans le muscle sternocéphalique
réinnervé est rendu difficile par l'existence d'un certain nombre d'aléas.

Au taux de mortalité important des animaux,d la suite de 1'opération, viennent
en effet s'ajouter un pourcentage de réinnervation moyen et une révélation
des acétylcholinesté&rases médiocre. Cette derniére difficulté a d'ailleurs
8té rencontrée par KOENIG et PECOT-DECHAVASSINE (1971) les obligeant 3
incuber leurs échantillons de une heure & une heure trente minutes pour
visualiser les plaques motrices néoformées. Pour notre part, elle a consi-
dérablement compliqué le prélévement des échantillons, bien que nous ayions
focalisé particuli@rement notre attention sur les régions au niveau des-
quelles une activité é€lectrophysiologique avait &té détectée. Malgré toutes
ces précautions, nous n'avons eu la chance, jusqu'3 présent, d'observer des
contacts neuromusculaires indiscutables que dans des &chantillons prélevés
chez des animaux dont le muscle sternocéphalique &tait suturé depuis cing
mois, en dépit du fait que nous ayions enregistré des activités électriques
dé&s le deuxi@me mois. Il est 3 noter, cependant, que dans des &chantillons
prélevés quatre mois aprés suture, nous avons pu déceler des replis sarco-
lemmiques rappelant la structure de 1'appareil sous-neural (Fig. 29). Dans ces
les plis sont peu nombreux, peu profonds et ne font face 3 aucune structure
nerveuse. De telles différenciations du sarcolemme sont &galement observables

chez des animaux dont la suture est beaucoup plus ancienne (Fig. 30). Leur

présence peut 8tre interprétée de deux maniéres :

- il pourrait s'agir de jonctions neuromusculaires de réinnervation.
Mais, dans ce cas, nous aurions di trouver, en effectuant des coupes sériées,

des &lé&ments nerveux en face des plis sarcolemmiques. Ce ne fut pas le cas.

- elles pourraientcorrespondre par ailleurs 3 d'anciens sites jonc—

tionnels. En effet, comme 1'ont montré BIRKS et al (1960) chez le Rat, de

cas,
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Figure 29 - Muscle sternocéphalique, 4 mois apr2s suture croidle h&térogine.

Le sarncolemme priésente des replis (P) nappelant ceux d'un appareil
sous-neunal avec des zones de densit? sun sa face sarcoplasmique
(§L2ches). Le sarncoplasme sous-jacent, nelativement niche en glyco-
géne (G), contient beaucoup de vésicules (V).

L'espace extracellulaire proche de cette négion est rniche en colla-
géne (C).

mg : myogilaments ; N : noyau.

x 30 000

Figure 30 - Muscle sternociphalique, cing mois et demi apres suture, montrant
Les mémes carnactiristiques que celles de La figure 23.

x 24 500
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telles structures sont encore observables 130 jours aprés la dénervation.
L'analyse ultrastructurale des contacts neuromusculaires observés au niveau
du muscle sternocéphalique apré&s sa réinnervation par des fibres afférentes
vagales montre que ceux—ci, bien qu'ils possé&dent un certain nombre de ca-
ractéristiques rappelant les plaques motrices normales, en différent sur

certains autres aspects.

1) Composante nerveuse

A cdté des terminaisons axoniques, nous pouvons distinguer des
“cellules de Schwann qui, comme chez les animaux témoins, viennent se mettre
en couvercle, isolant ainsi la terminaison nerveuse du milieu extérieur.
Comme nous pouvons le constater sur les Figures 31,32 et 34 , ces cellules
télogliales épousent parfaitement la forme externe de 1'axone mais, en aucun
cas, ne viennent s'intercaler entre les membranes pré- et postjonctionnelles.
Quant aux terminaisons axoniques, elles sont de trd@s petite - taille et
renferment quelques mitochondries et des vésicules. Ces dernidres sont soit
aplaties, soit arrondies et dans ce cas leur diamétre oscille entre 75 nm,

pour les plus petites et 120 & 130 nm, pour les plus grandes.

Au niveau de la membrane préjonctionnelle, nous pouvons observer
des zones actives soulignées par la présence, cbté axoplasmique, de matériel
dense aux &lectrons, au niveau desquelles des vésicules jonctionnelles

viennent fusionner (figs 33 et 34).

2) Composante musculaire

La membrane sarcolemmique est séparée de la membrane pré&jonction-
nelle par un espace d'environ 100 nm. A 1'inverse des jonctions neuromuscu-
laires normales, la plaque motrice de réinnervation présente peu ou pas de
plis sous—-neuraux mais, comme chez les té&moins, le sarcolemme postjonctionnel

est renforcé de place en place par un matériel dense aux &lectrons (Figs 32-34).

Quant & la sole musculaire, elle renferme du glycogéne en trés
grande quantité, quelques mitochondries allongées ou arrondies mais en plus
ou moins bon é&tat et une multitude de vésicules. Ces vésicules principale-
ment situées 3 proximité du sarcolemme jonctionnel semblent contribuer i

la formation des zones denses aux &lectrons décrites précédemment.
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Figure 31 - Jonctions newromusculaires etablies par des afférences vagales
dans Le muscle sternocéphalique, cing modis et demi aprds suture.

L'axoplasme est dense ne permetiant pas de distinguer aisément ses
diggerents éLéments. Néanmoins, nofons La présence de mitochondries
abimée? (M), de vésicules fonctionnelles (V) et de rnéticulum endoplas-
mique (R).

Le sancolemme fonctionnel ne prisente pas de replis sous-neuraux comme
chez Le témodn.

La s0le musculainre, niche en glycogéne (G), nenferme des mitochondriies (M)
plus ou moins reconnaissables et des vésicules ( % ).

F : fente jonctionnelle ; m§ : myofilaments ; N : noyau ; S : cellule
de Schwann.

x 19 700

Figure 32 - Contact newromusculaire en cours de formation.

L'axone contient des vésicules jonctionnelles et semble entourl sur

sa face extéiniewre par La cellule de Schwann (S). )

Le sancolemme présente un repli sous-newal Lypique encadné par des
zones de fonte densité aux &lectrons. _

La s0le musculainre, pfus ou moins bien préservie, comprend des mito-
chondrnies (M), des vésicules ( % ) et du glycogene (G). .
L'espace jonctionnel est tnes Lange et renferme encore du collagene (C).

x 30 000
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Figure 33 - Jonctions neuromusculaines de réinnervation, 54X mois
apnes suturne.

L'axone est neconnaissable grace a ses vésdicules fonctionnelles (V).
Le sarcolemme jonctionnel, renforcé coté fjuxtaneural par un matériel
dense aux 2Lectrons (§Liches), présente des Zbauches de plis sous-

newwaux (P).
La s0le musculaire est tnés niche en glycogéne (G) et nenferme des
mitochondnies (M) et des vésicules ( % ).

F : {ente jonctionnelle ; mf : myofilaments : Za : zone active.
x 33 600

Figwie 34 - La petite terminaison axonique renferme des v@sicules jonetion-
nelles ot une zone active {Za). Un espace jonctionnel classique
s8pare Lesmembrane pré- et postjonctionnelles. ’

La s0le musculainre, de taille néduite, hrengjerme quelques grhains
de glycogine (G) et des visdicules (% ).
C : collagene remplissant Le miliew intercellulaire ; mf : myo hAL-
Laments ; N : noyau de La cellule de Schwann (S).

x 28 000
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I1 - DISCUSSION

Comme nous 1'avons déja signalé, peu d'auteurs ont abordé la
réinnervation des muscles striés squelettiques par des fibres nerveuses
sensitives. La validité de cette technique et la réalité de la réinner-
vation ne font pas encore l'unanimité bien que des résultats comvain-
cants aient &té obtenus. Les contrdles qui ont &té effectués pour
confirmer cette réinmervation ont fait appel 3 des techniques &lectro-

physiologiques, histologiques et histochimiques.

Les techniques &lectrophysiologiques ont permis de recueillir
au niveau du muscle réinnervé des activit&s spontandes concomitantes
d'événements respiratoires et digestifs, et d'induire d'autres activités
par stimulation du nerf vague réinmervant, activités contrdlables par le

curare ou la xylocaine notamment.

Grdce aux techniques histologiques et cytologiques, il a &té
possible de comparer les populations de fibres des nerfs vague et spinal
accessoire avant et apré&s réinnervation. Les ré&sultats décrits concordent
avec ceux obtenus en &€lectrophysiologie notamment en ce qui concerne la

relation vitesse de conduction—~taille des fibres.

Les techniques histochimiques ont apporté deux confirmations :

~ L'implication des cellules du ganglion plexiforme dans le processus

de réinnervation grdce 3 la technique de la peroxydase rétrograde ;

~ Révélation de l'activité acétylcholinestérasique au niveau des
sites des jonctions neuromusculaires de réinnervation couplée avec le

recueil de 1l'activité &lectrophysiologique.

Ce travall apporte, entre autre, une preuve supplémentaire en
faveur de la réinnervation puisqu'il nous a &t& possible de trouver dans

les muscles réinnervés quelques jonctions neuromusculaires.

Rappelons que les nouveaux contacts neuromusculaires sont carac=-

- -

térisés notamment par leur petite taille. La littérature rapporte des

résultats analogues aux ndtres obtenus, soit lors de réinnervations, soit
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au cours du développement. Pour ce dernier cas, les premiers contacts
entre le nerf et le muscle, morphologiquement identifiés, ont &té décrits
chez des embryons de rats de seize jours (KELLY et ZACHS, 1969), chez
des embryons de Poulet de 4 3 6 jours (ATSUMI, 1971, 1977) ; SISTO-
DANEOQ et FILOGAMO, 1974, 1975) et chez des larves de Xénope au stade 21
(KULLBERG et al, 1977). Ces contacts myoneuraux sont réalisés par une
ou plusieurs ramifications axonales de petit diamétre. Ces terminai-
sons pouvant &tre enveloppées de fagon assez liache par des cellules qui
sont vraisemblablement des cellules de Schwann mais elles peuvent
également étre totalement libres. Les vésicules qu'elles contiennent
sont dispersées dans 1'axoplasme sans présenter de concentration par-
ticuli@re, autour de points privilégié&s de la membrane préjonctionnelle.
Le sarcolemme postjonctionnel est souligné de place en place par des
épaississements trds localisés et ne présente aucune autre spécialisa-
tion morphologique. La largeur de la fente jonctionnelle est irrégu~
liére et contient peu ou pas de lame basale.

’

Des contacts myoneuraux présentant des caractéristiques mor—
phologiques de jonctions neuromusculaires indéniables n'apparaissent,
chez les embryons de Rat, qu'au 18&me jour de gestation. A ce moment,
1'espace jonctionnel large de 50 3 90 nm est partiellement rempli par
une lame basale, ies Epaississements du sarcolemme s'accentuent et de
petites dépressions sont visibles sur la membrane postjonctionnelle. Ce
n'est qu'd la naissance, voire plus tard, que des replis sous—neuraux
classiques sont observables (KELLY et ZACHS, 1969). TAKAHASHI et al
(1987), dans des cocultures de cellules musculaires et de neurones
isolés 3 partir d'embryons de Xénope, observent,dé&s la quatriéme heure,
des éontacts neuromusculaires voisins de ceux décrits précédemment
aux stades les plus précoces. Par contre, aux stades les plus tardifs
de leurs cultures (trois jours), ils décrivent des contacts présentant

du cOté nerveux des zones actives et des regroupements de vésicules et

du cOté musculaire, yn épaississement du sarcolemme uniquement.

Le fonctionnement de la plaque motrice apparait bien avant la
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maturité structurale. Cette précession de la fonction pourrait faciliter

la maturation structurale de la jonction (DENNIS, 1981).

La méme cinétique de développement est observée au cours de la
régénération des jonctions neuromusculaires au niveau de muscles striés
squelettiques d'adultes lorsque ceux-ci sont réinnervés par leur propre
nerf (KOENIG et PECOT-DECHAVASSINE, 1971) ou lorsqu'ils sont traités par
la toxine botulinique (JIRMANOVA et THESLEFF, 1976) ou par le curare
(WERNIG et al, 1980).

Enfin, dans un travail récent, HQRVAT et al (1987) ont obtenu
des plaques motrices reformées dans un muscle squelettique dénervé de
Rat 3 partir de neurones médullaires empruntant la voie d'un autogreffoh
constitué par un fragment du nerf péronéal. Trois & cingq mois aprd@s la
mise en place du greffon, ils observent des plaques motrices dont cer-
taines présentent des plis sous—neuraux nombreux et profonds alors que
d'autres en sont pratiquement dépourvues. Les résultats que nous avons
obtenus sont en accord, pour l'une ou l'autre des caractéristiques des
plaques motrices observées, avec les différentes données rapportées pré-
cédemment. En effet, leur composante nerveuée est généralement de petite
taille renfermant parfois des zones actives et des regroupements de vé-
sicules alors que dans la composante musculaire, le sarcolemme postjonc-
tionnel est systématiquement souligné par des &paississements et se dif-

férencie parfois en quelques rares petits plis sous-neuraux.

Quoi qu'il en soit, nous pouvons nous demander si les plaques
motrices que nous avons trouvées sont encore en cours de maturation ou
si nous avons affaire 3 des jonctions neuromusculaires définitives. La
réponse 3 ces questions doit prendre en compte la nature des fibres

réinnervantes et la durée de la période post—opératoire.

Nous devons rappeler que nous avons obtenu nos réinnervations
d la suite de sutures croisées hétérogénes nerf vague sensitif-nerf spinal
accessoire. Les fibres nerveuses afférentes n'étant pas 3 priori effec-

trices, nous pouvons envisager le fait qu'elles puissent former des
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jonctions neuromusculaires différentes des plaques motrices té&moins. Leur
taille relativement petite pourrait &tre due au fait qu'elles sont issues
de petits axones. Cette hypothé&se pourrait s'avérer exacte puisque les
études portant sur la composition du nerf spinal avant et aprés suture
montrent que la majorité des fibres myéliniques qui participent 3 la
réinnervation sont de petits calibres puisque leur diamétre avoisine

4 ym (COGET, 1980 ; FALEMPIN, 1981 ; ROUSSEAU et FALEMPIN, 1984 et
DELORME et ROUSSEAU, 1985). La petite taille de ces fibres est peut

étre due 3 leur "jeune age". En effet, les &tudes réalisées par MIRA
(1977) chez le Rat montrent que le calibre des fibres nerveuses régé-
nérées aprds différentes lésions est au départ réduit et que son impor-
tance dépend, en partie, de la durée de la période post-opératoire.

C'est ainsi que le nombre de fibres ayant retrouvé un diam@tre moyen
normal atteint 100 7 un an et demi apré&s congélation, 80 7 deux ans

aprés &crasement et 50 7 deux ans aprés section du nerf. Toutefois,

la petite taille des fibres qui a &té rapportée peut @tre normale puisque
les’ spectres des fibres myéliniques du nerf vague supranoueux et du nerf
spinal réinnervé se superposent parfaitement. Ce qui pourrait signifier
en effet que les fibres réinnervantes ont atteint leur taille définitive

(DELORME et ROUSSEAU, 1985).

Les résultats relevés dans la littérature et mentionnés précé-
demment indiquent qu'il est possible d'obtenir des plaques motrices défi-
nitives entre un et cing mois selon les protocoles expérimentaux. Nous
pourrions donc estimer que les contacts myoneuraux que nous avons observés
dans les &chantillons prélevé@s cinq mois et demi aprés suture correspondent
d des plaques motrices parfaitement constitu@es. Cependant, la réalisation
de la suture croisée hétérogéne pourrait accroitre la durée nécessaire &
la maturation des jonctions. Dans ce cas, les images que nous avons pré-
sentées correspondraient 3 des plaques motrices en cours de formation. La
lenteur de la réinnervation dans nos préparations pourrait avoir deux expli-

cations principales :

- Lors de la réalisation de la suture, le nerf vague du Lapin est
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sectionné, dans les meilleurs cas, deux @ trois mm au-dessus du ganglion
plexiforme. Cette proximité du ganglion fait que la dégénérescence rétro-
grade traumatise fortement les cellules ganglionnaires sensées réinnerver
le muscle et retarde considérablement la récupération des cellules 'res-

capées".

- La suture de deux nerfsaussi différents que le nerf vague et le
nerf spinal accessoire pose le probléme de la discontinuité des gaines
constituées par les cellules de Schwann et celui de la différence de
diamétre de ces deux nerfs. En ce qui concerne ce dernier point, le dia-
métre plus petit du nerf spinal peut méme entrainer une "perte'" du con-
tingent réinnmervant. Enfin, on est en droit de se demander si la nature
sensitive des fibres réinnervantes est compatible avec celle des gaines
des anciennes fibres motrices qu'elles doivent emprunter pour réinnerver

le muscle sternocéphalique.



CHAPITRE IV

ETUDE MORPHOMETRIQUE DES FIBRES MUSCULAIRES
STERNO-CEPHALIQUE

DU MUSCLE
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Au cours de notre &tude ultrastructurale des jonctions neuromus-
culaires, nous avons &té frappés par le fait que le muscle sternocéphalique,
soumis 3 dénervation ou d réinnervation, comprenait normalement des fibres
musculaires dont 1'aspect &tait comparable 3 celuil observé dans des muscles
témoins, mais aussi d'autres fibres plus ou moins altérées selon les stades
expérimentaux : altération des mitochondries, désorganisation des myofila-
ments pour ne citer que les principales modifications . Ces obser—
vations nous ont amené 3 penser que toutes les fibres musculaires d'un
méme muscle ne réagissaient pas de la méme manidre au traumatisme créé par

la dénervation ou la réinnervation. C'est la raison pour laquelle nous

avons entrepris 1l'étude des populations de fibres musculaires afin de pré-

ciser si celles—ci subissaient des variations en nombre, qualité etc...

au cours des diverses situations expérimentales.

A) ANALYSE QUANTITATIVE DES FIBRES

Le nombre de fibres musculaires (F; + Fo + F3) constituant le

|
\
|
|
i
1
}
muscle sternocéphalique est affecté lors de la dénervation et de la réinnér- ‘
vation par des fibres sensitives vagales (Fig. 35).

Au cours de la dénervation, le nombre total des fibres musculaires diminue

d partir du quinzidme jour. Cette diminution explique l'atrophie des muscles

dénervés, atrophie constatée lors de chaque prélé&vement. Cette réduction du

nombre des fibres est précédée d'une phase au cours de laquelle leur effec-

tif total semble augmenter. Chez les animaux suturés, nous rencontrons une

méme phase ascendante qui est suivie, elle aussi, d'une phase descendante.

Mais, contrairement 3 ce que nous avons vu chez les animaux dénervés, cette

diminution est suivie d'une augmentation progressive de l'effectif total

des fibres musculaires qui, au bout de neuf mois, avoisine celui des témoins

L'analyse séparée de chaque type de fibres (Fig. 36) suggére que la chute

constatée chez les animaux dénervés est due essentiellement 3 une diminution

des fibres F, et d un degré moindre de celle des fibres F,. Le ralentissement

de la diminution du nombre total des fibres, & partir du trenti@me jour aprés
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Figure 36 - Evolution de chaque type de gfibres musculaires, au cours de La
dénenvation (A) et de La rnéinnervation (B), dans Le muscle
sternocephalique de Lapin, exprimée en valeurs absolues.

Les points d'abscisse "z8no" correspondent aux valeurns moyennes
obZenues chez des animaux £emodins.
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la dénervation semble 1ié 3 1'augmentation de l'effectif des fibres Fj.
Quant 3 la poussée de l'effectif total observée au quinzidme jour, elle
semble due 3 1'augmentation du nombre des fibres F; et F3. Dans les
muscles réinnervés, la diminution de 1'effectif total, enregistrée trente
jours apr@s la suture, est synchrone de la réduction du nombre des fibres
Fy et F3, celui des fibres F| semble stable. Quant au retour de la popu-
lation totale de fibres vers un effectif voisin de la normale, il est
concomitant, dans un premier temps, d'une importante augmentation du
nombre des fibres F3 et, dans un second temps, de l'accroissement progres-
sif et régulier du nombre des fibres Fi et F2 alors que celui des fibres Fj
se réduit. Une analyse des différentes populations de fibres exprimée en

pourcentage du nombre total conduit aux mémes ré&sultats (Fig. 37).

B) REPARTITION SPATIALE DES DIFFERENTS TYPES DE FIBRES (Fig. 38)

L'étude de la répartition des différents types de fibres,
exprimée par le paramétre Ns (nombre de suites), ne peut se concevoir sans
faire appel 3 leurs effectifs respectifs. Ainsi, au cours de la dégénéres—
cence, les fibres F; et F, paraissent &voluer de la méme mani&re. En effet,
pour ces deux types de fibres, les paramétres Ns(i) et Ns(z) évoluent dans
le méme sens que l'effectif, ce qui semble indiquer que leur type de répar-
tition est peu affecté&. En revanche, les fibres F, montrent une tendance
au regroupement puisque leur Ns(3) diminue alors que leur effectif augmente.
Chez les animaux suturés, les paramétres NS(Z) et Ns(3) varient dans le
méme sens que.les effectifs correspondants bien que le parallélisme entre
1'évolution de ces deux paramétres soit plus ou moins &troit. Par contre,
en ce qui concerne les fibres F|, les &volutions de Ns et de l'effectif
témoignent d'une alternance de différentes phases : dispersion pendant le
premier mois, stabilité au cours des quinze jours suivants, regroupement
ensuite jusqu'au troisi®me mois & partir duquel la répartition de ces fibres

ne semble plus varier.
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Figure 37 - Evolution de chaque type de fibres musculaires, au cours de La
dénervation (A) et de La réinnervation (B), dans Le muscle
sternocéphalique de Lapin, exprimée en % du nombre tofal de

§Aibres.
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Figure 38 - Evolution de La distribution spatiale des diggérents types de
gibres musculaines, Lons de La dénervation (A) et de La réin-
nervation (B), du muscle sternocéphalique de Lapin.
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L'étude de la composition du muscle sternocéphalique en différents
types de fibres que nous avons effectuée est bien sommaire. Nous sommes par-
faitement conscients qu'élle ne représente qu'une &bauche de réponse i la
question que nous nous &tions posée, et nous n'avons pas la prétention d'af-
firmer que nous avons fait une réelle &tude statistique. En effet, le nombre
d'échantillons que nous avons analysé par stade expérimental est bien trop
faible pour cela. Toutefois, les résultats qu'elle fournit, bien qu'ils
méritent d'étre approfondis et confirmés, nous apportent dé€j3a des enseigne-

ments intéressants.

Au cours de la dégénérescence (Fig. 35), et jusqu'au quinziéme
jour apr&s dénervation, on assiste principalement 3 une augmentation de 1'ef-
fectif total des fibres, suivie d'une réduction qui se ralentit & partir du
premier mois. L'analyse de 1'évolution de chaque type de fibres (Fig. 36)
révéle que cette augmentation est due 3 un accroissement du nombre de toutes
les catégories de fibres et principalement des F;. La r&ductiom, quant 3 elle,
est provoquée d'une part, par le retour des F| 3 leur effectif normal, d'autre
part & une forte diminution des F,. La r&duction moindre observée & partir
du trentidme jour est vraisemblablement due 3 l'accroissement de 1l'effectif
des F3. La comparaison de l'effectif des fibres F| et F, et de leurs para-
métres Ns(l) et Ns(j) semble indiquer que leur répartition spatiale reste
stable. En effet, & partir du moment oii ces deux paramé&tres évoluent dans
le méme sens, on est en droit de considérer que cette répartition ne change
pas. Quant aux fibres Fj, elles ont tendance & se regrouper puisque leur
effectif s'accroit alors que leur paramétre de distribution (NS(3)) diminue.
Ces évolutions de la population des fibres du muscle sternoc@phalique abou-

tissent, deux mois aprés dénervation, 3 un muscle qualitativement différent

du muscle témoin. En effet, si chez ceux-ci, le pourcentage des F2 et F3

est sensiblement égal (respectivement 41 7 et 37 7) largement majoritaires devant

les F; (22 %) dans les muscles dénervés, les Fg représentent de loin le
contingent le plus important de fibres (51 7) devant respectivement les
F, (28 %), puis les Fp (11 %) (Fig.37).

L'évolution du nombre total de fibres, au cours du premier mois
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qui sult une suture, est semblable 3 celle qui est observée apr&s dénmervation
(Fig. 35), apr@s quoi les tendances s'inversent et l'effectif total des fibres
du muscle réinnervé se retrouve, aprés neuf mois, proche de celui des muscles
témoins. Ce retour 3 la normale 3 partir du 458me jour est le résultat de la
tendance &volutive inverse de celle observée lors de la dénervation. En effet,
cette fois, on assiste 3 une augmentation du nombre de fibres F, et F2 et

3 une réduction du nombre de fibres F3.

La répartition spatiale des fibres F, et F, est, en gros, celle
qu'elles ont chez le témoin puisque, lorsque leurs effectifs augmentent,
leur nombre de suites augmente Egalement et vice versa. En revanche, les
F| ont tendance 3 se disperser pendant les quarante-cing premiers jours
(effectif en faible baisse et nombre de suites en augmentation), on assiste
ensuite 3 un regroupement (augmentation de l'effectif accompagnée d'une di-
minution du nombre de suites). Ainsi, neuf mois apré@s suture, on aboutit &
une composition qualitative du muscle sternocéphalique dans laquelle les Fj
représentent la catégorie la plus importante (42 %), devant les Fy (35 2)
et les Fq (23 72) (Fig.37).

Aprd&s ces quelques réflexions sur les résultats que nous avons
obtenus, voyons ce que la bibliographie nous apporte 3 ce sujet. Face aux
modifications fonctionnelles auxquelles ils sont soumis, les muscles striés
squelettiques adaptent leur masse et leurs protéines contractiles. Ces adap-
tations peuvent se faire soit par conversion d'un type de fibre en un autre,
soit par néo-formation de fibres 3 partir de cellules satellites, soit par
les deux processus (MAIER et al, 1986). Ces différentes propositions ont &té
faites 3 la suite d'expériences utilisant des protocoles différents tels que
la réinnervation d'un muscle lent par des motoneurones destinés, i l'origine,
d un muscle rapide et vice versa (DUM et al, 1985a et b), la stimulation pro-
longée d'un muscle rapide (MAIER et al, 1986) ou encore la cordotomie (MUNSON
et al, 1986).

L'évolution de la composition du muscle sternocéphalique, lors
des différentes situations expérimentales que nous lui avons imposées, se

rapproche de celle décrite par MAYER et al (1984) qui notent, dans le muscle
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gastrocnémien médian de Chat aprés cordotomie, d'une part une augmentation

des fibres IIB(F3) et d'autre part, une chute des fibres IIA(FZ) et I(Fl).

Pour SWYNGHEDAUW (1986), la dénervation d'un muscle lent entralne la synthé&se de
fibres rapides si bien que des muscles hétérogénes deviendraient homogénes

par transformation des fibres lentes en fibres rapides (GAUTHIER et LOWEY,

1977 ; CARRARO et al, 198la et b ; GAUTHIER et HOBBS, 1982). Enfin, si la
cordotomie entraine la transformation d'un muscle lent en muscle rapide,

sa réinnervation par des fibres rapides n'assure pas cette transformation

(DUM et al, 1985b).

Lors de la réinnervation du muscle sternocéphalique par des
fibres sensitives vagales, nous avons observé un enrichissement de ce
muscle en fibres lentes (42 % de F; au lieu de 22 7 chez le Témoin). Des
résultats analogues aux ndtres ont &té obtenus par BALDWIN et al (1975)
et GREEN et al (1983) qui, dans des muscles de rats soumis 3 un programme
intensif, ont montré une augmentation des fibres I qui passent de 10 3 27 7%
et une transformation des fibres IIz en fibres II,. Cette derniére consta-
tation a &galement &té faite chez des lapins dont le muscle tibialis anté-
rieur a ét& soumis, 3 long terme et d'une manidre intermittente, 3 des sti-
mulations 3 basse fréquence (SWYNGHEDAUW, 1986). Les mémes résultats ont &té
décrits par HOWALD (1982) chez des athlé&tes en entrainement d'endurance et
par MAIER et al (1986) chez des lapins dont le muscle extensor digitorum
longus était soumis, indirectement, 3 des stimulations de 10 Hz, douze
heures par jour, pendant quatre semaines. Enfin, en réinnervant, chez le
Chat, le muscle flexor digitorum longus (muscle rapide) par des motoneu—-
rones innervant 3 l'origine le muscle solaire (muscle lent), DUM et al
(1985a) ont observé une importante augmentation de la population des fibres
lentes. Par contre, la réinnervation de ce muscle par ses propres motoneu-—
rones préserve son intégrité histologique et fonctionnelle. Ces derniers
résultats rappellent ceux que nous avons obtenus lors de la réinnervation
du muscle sternocéphalique (muscle essentiellement rapide) par des fibres
sensitives vagales puisque la composition qualitative du muscle réinnervé

différe de celle du muscle témoin. Ceci suggére que les fibres vagales

réinnervantes et les fibres du nerf spinal accessoire ont des caractéristiques

différentes, l'une d'elles ré&side dans le fait que les afférences vagales,

d majorité amyélinique et de petit diamétre, déchargent d'une manidre tr&s lente.
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L'ultrastructure des jonctions neuromusculaires du muscle sterno-

céphalique de Lapin a &té étudiée dans trois situations :

- chez des animaux témoins ;

- au cours de leur dégénérescence aprés dénervation du muscle sterno-
céphalique consécutive 3 la section du nerf spinal accessoire ;

- au cours de la réinnervation du muscle sternocéphalique par des
afférences vagales aprds suture croisée hét8rogéne nerf vague sensitif-nerf

spinal accessoire.

I1 ressort de cette &tude que les jonctions neuromusculaires
témoins présentent les mémes caractéristiques que celles décrites dans 1la
littérature chez les Mammif&res. La composante nerveuse renferme des vési-
cules jonctionnelles et des mitochondries. L'axolemme préjonctionnel présente
des zones actives qui sont soulignées par la présence d'un matériel dense aux
électrons. C'est 3 leur niveau que les vésicules viennent libérer leur conte-
nu. Cette terminaison axonique est coiffée par une cellule de Schwann termi-
nale qui forme un couvercle, isolant 1l'ensemble du site jonctionnel du milieu
extérieur. La composante musculaire est formée, quant 3 elle, d'une sole mus-
culaire riche en glycogéne et en mitochondries. Elle forme une gouttidre dans
laquelle vient se loger la terminaison axonique. A ce niveau, le sarcolemme
postjonctionnel s'invagine en une multitude de plis constituant 1'appareil

sous—-neural.

La dénervation du muscle sternocéphalique induit la dégénérescence
de ces jonctions neuromusculaires. La cinétique de ce processus a été &tudiée
en suivant le devenir de ces plaques motrices 24, 48, 72 heures et deux mois
aprés dénervation. Dans un premier temps, c'est la composante nerveuse qui se
désorganise : 24 heures aprd@s dénervation, l'effectif des vésicules jonction-
nelles chute ; ces vésicules s'agglutinent 3 proximité de la membrane préjonc-
tionnelle ; les mitochondries gonflent et les crétes se disposent de fagon
radiaire. La rétraction de la terminaison axonique &largit 1'espace jonction-
nel, ce qui permet aux prolongements de la cellule télogliale de venir

s'intercaler entre les membranes pré~ et postjonctionnelles.
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Quarante~huit heures aprés dénervation, on assiste 3 une accen—
tuation de ces phénoménes. Ainsi, la terminaison axonique se trouve de plus
en plus éloignée de la membrane postjonctionnelle et commence & se fragmen-—
ter. La gouttidre jonctionnelle, ainsi plus ou moins dégagée, est envahie
par la cellule de Schwann terminale et du collagéne. Ce n'est qu'aprés
soixante-douze heures, alors que la terminaison axonique a disparu et que
la gouttid&re jonctionnelle est totalement occupée par la cellule té&logliale
et du collagéne, que la sole musculaire commence 3 présenter les premiers
signes de désorganisation : réduction du sarcoplasme, altération des mito-

chondries etc...

L'examen d'échantillons, prélevés deux mois apré&s dénervation,
n'a pas permis 1l'observation de sites jonctionnels reconnaissables. Par

contre, l'altération des fibres musculaires est importante.

La réinneryation du muscle sternocéphalique par des afférences
vagales a permis, cing mois apr@s suture croisée hétérogéne, l'observation
de contacts myoneuraux. Ces jonctions, gé&néralement de petite taille, pré-
sentent les deux composantes observées chez les témoins. La terminaison
axonique montre des vésicules jonctionnelles, des mitochondries et des zones
actives. L'ensemble est couvert, cdté externe, par une cellule télogliale.
Quant & la composante musculaire, elle présente une membrane postjonctionnelle

démunie d'appareil sous—neural et une sole musculaire relativement peu déve-
loppée. Ces caractéristiques se rapprochent de celles décrites dans les

plaques motrices en cours de formation.

Par ailleurs, les fibres musculaires ne semblent pas réagir de
la méme manié&re 3 la dénervation et 34 la réinnervation. L'&volution de la
population de fibres musculaires constituant ce muscle a &té étudiée par
la technique des ATPases. Cette &tude, bien que sommaire, a permis, entre
autre, de montrer qu'aprés réinnervation, le muscle change qualitativement
de composition. Muscle mixte 3 majorité rapide, le sternocéphalique montre
aprés réinnervation, un enrichissement en fibres lentes (I) qui passent

de 20 & plus de 40 7.
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Tous ces résultats viennent s'ajouter 3 ceux décrits

par nos

prédécesseurs pour confirmer la réalité de la réinnervation d'un muscle

strié squelettique par des afférences sensitives.
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