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Abstract 

Immunocytochemical identification of extracellular rnatrix 
cornponents associated to muscle fiber basal lamina . The histoche
mical properties of synaptic and extrasynaptic portions of muscle 
fiber basal lamina were analyzed using antibodies directed to la
minin, fibronectin and rat muscle collagen fraction "HSP". Fluores
cein-labelled lectins were also used . Specific binding to synaptic 
portien of muscle basal lamina was seen using lectin from Dolichus 
biflorus (DBA) and other lectins that recognize terminal N-acetyl
gal actosamine residues. Hovewer, HSP-collagen was found distributed 
along the whole surface but excluded in synaptic regions . Laminin 
and fibronectin are present in both synaptic and extrasynaptic re 
gions of muscle fiber basal lamina . During development, the DBA
binding to rat neuromuscular junctions, appears at the 3th postna
tal day. The expresion of DBA-receptor is prevented by early nerve 
section and is retarded by tenotomy. Dysmorphic and newly formed 
ectopic synapses in adult rat regenerating muscle or in denervated 
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and ectopically reinnervated muscle , accumulates acetylcholinesterase 
and acetylcholine receptor but failed to accumulate DBA-receptor . 
An ''extracellular matrix fraction" was obtained from synapse-rich 
regions of rat muscle, and two majar glycoproteins (MW 16 and 13 
KD) which bind DBA were identified. It is concluded that DBA-receptor 
reporesents a specific and highly ordered pattern of organization 
of extracellular matrix at whole mature neuromuscular synapse that 
is dependent on innervation . 

Introducció 

La superfífie de la cel . lula muscular esta completament coberta 

per una lamina basal . Aquesta, constitueix una forma particular de• 

condensació de la matriu extracel.lular, íntimament adherida a la 

cel.lula muscular d ' uns 40 nm de gruix. Aquesta estructura s ' inter

posa , també, entre l'element pre i postsinaptic a nivell de la pla-

ca motora. La lamina basal associada a la regió de la sinapsi mioneu

ral (LBs) a diferencia de la resta de lamina basal no associada a 

sinapsi (LBes) , posseeix propietats inductores sobre la diferenciació 

de terminals nerviosos i d'apare11·postsinaptic en el múscul en re

generació (veure Sanes, 1983). Aquesta propieta~, fa a la LBs funcio 

nalment distinta a la LBes . La microscopia electronica no ens desco

breix cap diferencia d'organització ultraestructural entre la LBs i 
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la LBes . Altrarnent, les iecniques immunocitoquírniques utilitzant 

anticossos mono i policlonals, han posat de rnanifest determinants 

antigenics específicament localitzats a la LBs (Sanes i Chiu, 1983). 

També la utilització citoquímica de lectines demostra l ' existencia 

d~ glicoproteines situades selectivament a la LBs (Sanes i Cheney, 

1982; Ribera et al., 1985 i 1986). La lectina de Dolichus biflorus 

(DBA), que reconeix N-acetilgalactosamina en posició terminal, és 

especialrnent interessant perla seva gran especificitat de fixació 

a la LBs de mamífers . 

En aquest treball hem estudiat alguns aspectes fenomenologics 

del receptor a la DBA presenta la LBs en diverses situacions fi

siologiques i de manipulació experimental com (1) en el desenvolu

parnent, (2) durant la forrnació de sinapsis ectopiques en el múscul 

adult denervat, (3) en la formació de sinapsis en el múscul regene

rant, (4) en la denervació neonatal i del animal adult i (5) en la 

tenotomía neonatal . Hern utilitzat també altres lectines perla iden

tificació citoquírnica d'altres carbohidrats associats a la lamina 

basal muscular i anticossos específics anti-laminina, anti-fibronec

tina i anti-col . lagen tipus "HSP", coma rnarcadors del desenvolupa

ment de la larninabasal . Finalment, hem intentat realitzar una aproxi

rnació molecular per l ' identificació de glicoproteines específicament 

localitzades a la LBs. 

Material i Metodes 

Immunohistoquímica .- Les reaccions immunocitoquírniques s ' han 

realitzat darnunt de seccions a criostat de múscul de rata que no 

ha estat sotmés a cap tipus de fixació química . Horn ha utilitzat 

el doble rnarcatge fluorescent amb -bungarotoxina-tetrarnetilrodamina 

(~-BgtxTRITC) i anticos o lectina- fluoresceina (FITC), segons la 

tecnica ja descrita previament (Ribera et al. 1985) 

Obtenció de la fracció de col . lagen "HSP".- Hem seguit el pro

tocol descrit per Sanes et al . (1984). Breument, la matriu extrace-

1.lular procedent de 500 g de múscul de rata, ha estat digerida amb 

pepsina en medi acid. El col.lagen resistent a la precipitació 

a NaCl 4 . 5 M en medí neutre , s ' ha purificat i correspon a la fracció 

'' HSP", que s ' ha caracteritzat per electroforesi SDS- PAGE. 

Producció d ' anticossos. - La fracció de col.lagen HSP (1 mg) 

o la lectina DBA (0.5 rng) ha estat emulsionada amb adjuvant complat 

de Freund (Difco) i injectada a conills (New Zeland) i repartida 

per via subcutania i intramuscular . Aquesta injecció s ' ha repetit 
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setmanalment durant 3-4 setmanes i finalment, els animals han es 

tat sagnats. Del serum obtingut s'ha purificat la fracció d'immuno

globulina per precipitació amb sulfat amonic. L'activitut d e les 

immunoglobulines ha estat assajada per immunodifusió radial i per 

immunofluorescencia indirecta . Els anticossos anti-laminina i anti

fibronectina han estat donats generosament per el Dr . Carles Enrich 

del Departament de Biología Cel.lular de la Universitat de Barcelo

na . 

Identificació de glicoproteines associades a la LBs i LBes .-

A partir de diafragma de rata adulta s'ha separat per microdissec

ció, retalls de teixit muscular d ' arees neurals i d'arees no neurals . 

També s ' ha preparat per centrifugació diferencial en gradients de 

suerosa una fracció enriquida en sinapsi mioneural de rnúscul inter

costal de ratolí, seguint el protocol decrit de Dreyfus et al . 

(1983) . Tant els fragments obtinguts per rnicrodissecció com la fracció 

de placa motora (C-2), han estat sotmesos a successives extraccions 

en KCl lM, Triton X-100 al 1% i NaCl 180 mM , per tal d'obtenir un 

material insoluble a aquests tractaments i que es considera com la 

"fracció de rnatriu extracel . lular". Aquesta fracció ha estat solubi 

litzada amb SDS-mercaptoetanol i sotmesa a electroforesi en un gel 

de poliacrilarnida . Després de realitzar la separació, les proteines 

han estat transferides a paper de nitrat de cel.lulosa en un aparell 

"Transphor'' de LKB, durant 90 mina 100 V. Els papers amb l~s protei

nes transferides s'han bloqueijat amb seroalbúmina bovina o Nonidet 

i posteriorment , incubats en lectina, antilectina i anti IgG de 

conill marcada amb peroxidasa . Finalment, s'ha posat de manifest 

l'activitat de la proxidasa arnb 4-cloro-naftol . 

Resultats i Discussió 

Organització molecular de les lamines basals . - Les lamines 

basa l s són estructures difícils d ' aillar en quantitats suficients 

perla seva analisi molecular. Gracies a !'existencia del sarcoma 

"EHS'' , un tumor trasplantable a ratolí que té la particularitat de 

produir grans quantitats de matriu extracel . lular del tipus de la 

lamina basal, s'han pogut aillar diversos cornponents col . lagens i · 

no col . lagens presents a les lamines basals en general . El col . la

gen que constitueix les lamines basals és el col . lagen de tipus I V, 

una forma de col . lagen altament glicosi lat i que no forma les fi

bril . les estriades propies del col . lagen intersticial . Horn discu-
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teix si les lamines basals cont enen també col . lagen de tipus 

Vi de tipus 7s . Dins les protei nes no col . lagenes, les lamines 

basals contenen laminina , una sialoglicoproteia de 800 a 1000000 

de P . M., purificada per Timpl i Rhode (1979) i que juga un paper 

molt important en l ' adhesió cel . lular a les lamines basals . La fi 

bronectina és una protei na que interacciona amb el col . lagen i amb 

les superficies cel . lulars i també amb els gli cosaminogli cans , és 

igua l ment presenta l es lamines basals . D'altres component s iden

tificats a les lamines basals son el hepar ansulfat-proteoglica i 

dues protei nes de funcions encara no ben precisades - l ' entactina 

i el nidogen- (veure com a revisió del t ema , Timpl et al . 1984) . 

Organització de l a lamina basal muscular estudiada amb tecni 

ques histoquímiques~ - La lami na basal de la fibra muscular conté 

tots els components propis de qua l sevol lami na basal . Nosalres 

hem estudiat per immunifluorescencia indirecta la localització de 

la fibronecti na i de la laminina (Fig . 1, 1 i 2) que es troba pre

sent tanta les regions sinaptiques coro extrasinaptiques de la la

mina basal . La local ització citoquímica del col . lagen HSP (Fig l . 

3 i 3 ' ) , ens demostra altrament que aquest esta localitzat a tota 

la superficie de la cel. lula muscular excepte als llocs sinaptics . 

Aquests resultat s estan d ' acord a mb Sanes et a l. (1982) . 

La fixació específica de lectines a determinats carbohidr ats 

ens proporciona una altra eina per detectar diferencies d'organit

zació de la lamina basal entre l es r egions s i naptiques i extrasi

naptiques . La DBA reconeix especificament a la LBs ; d ' altres lecti 

nes que també es fixen a radicals terminals de N-aceti lga l actosamina , 

tenen un comportament similar a la DBA sobre la LBs; d'elles, la 

Bandeiraea simplicifolia (BSL, GS- 1), la Arachis hipogaea (PNA), 

la Glycine max (SBA) a més de marcar la LBs , es fixen sobre d ' altres 

estructures musculars, com vasos, nervis o també marques feblernent 

la LBes (Fig l . B i B' ) . La concanavalina A i l a lectina de Triticurn 

aestivum (WGA) es fixen intensament sobre la totalitat de la l ami na 

basal de la fibra· muscular ; la WGA, pero , a nivell de la LBs , 

es deposita en una intensitat encara superior a la resta de lamina 

basal . La lectina d'Ulex europeus (UEA), que reconeix a la L-fuco

sa, també s'uneix a la LBs amb una intensitat molt feble . Aquests 

resultats ens indiquen una clara organització diferencial entre 

la LBs i la LBes, que es posa de manifest per una distinta compo

sició de carbohidrats terminals, probablernent lligats a glicopro

teines de la matriu extracel.lular que podrien explicar les par-
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que intervenen d ' una manera molt directa en el reconeixement inter

cel . lular durant la formació de sinapsis . 

Els receptors a la DBA de la sinapsi neuromuscular coma mar

cadors citoquímics d'una sinapsi estabilitzada . - Durant el desen

volupament del sistama neuromuscular en la rata, els primers con

tactes neuromusculars apareixen en els miotubs al día 14 de gesta

ció (E-14), a E-15-17, els receptors a l ' acetilcolina (AChR) i 

l ' acetilcolinesterasa (AChE) apareixen concentrades en aquestes 

sinapsis primitives i la lamina basal també apareix en aquest pe

riode (Kelly i Zacks, 1969; Bennet i Petigrew, 1974; Bevan i Stein

bach 1979 i Dennis et al . 1981) . Segons el nostre estudi, els recep

tors a la DBA apareixen molt retardats en el desenvolupament jaque 

l ' adquisició completa de la reactivitat a la DBA , comen9a al tercer 

día postnatal (P- 3) (Fig 2. 1 - 7) . No hi ha, dones, sincronització 

entre l'aparició del receptors a la DBA i l ' aparició dels fenomens 

funcionals i bioquímics que defineixen a una sinapsi inicial . La 

sequencia temporal d ' aparició del receptor a la DBA, en canvi, es 

correlaciona amb un conjunt d ' esdeveniments que tenen lloc a la 

sinapsi neuromuscular durant el periode de maduració postnatal . 

En la primera setmana després del naixement, es formen els plecs 

secundaris a nivell de la lamina basal i de la membrana presinaptica 

(Teravainen , 1968), hi ha canvis en el temps d ' apertura del ionofor 

lligat al AChR (Sakman i Brenner, 1978), canvis en les propietats 

irnmunologiques del AChR (Hall et al . , 1985), la placa motora passa 

d'un estat inmadur de poliinervació a un estat d ' inervació única 

(Brown et al ., 1976) i finalment, la N-CAM (molecula d ' adhesió 

cel.lular) , canvia de distribució en les cel . lules musculars i es 

concentra a nivell de la placa motora (Covault i Sanes, 1986) . 

El conjunt d'aquests canvis postnatals defineixen a una sinapsi esta

ble i els receptors a la DBA són un element més a considerar en 

aquest procés . 

Durant la formació de plaques motores ectopiques en el múscul 

adult, es donen fenomens similars d'interacció nervi-múscul als que 

tenen lloc durant el desenvolupament embrionari, pero no s'aconsegueix 

un estat de maduració tant perfecte . Per exemple, les sinapsis neo

formades en el múscul adult, són rnolt sovint polinnervades , de mor

fología abigarrada i múltiples . Nosaltres hem realitzat experirnents 

de regeneració de plaques motores en el múscul de rata adulta per 

estudiar el comportarnent dels receptor a la DBA. 
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Les manipulacions experimentals han estat: congelació i descon

gelació de la zona neural del múscul esternocleidomastoid (ECM); 

autotrasplantament del mateix múscul i finalment, desinserció, tri 

turació i reimplantació del ECM en el seu llit original. Hom ha se

guit la formació de noves plaques motores per l'acumulació ectopi-

ca de AChR i d'AChE. Aquestes plaques no acumulen material DBA-posi

tiu, al menys fins al cap d ' un mes de realitzada l'operació. Hem 

estudiat també la morfología dels terminals nerviosos en aquestes 

sinapsis utilitzant la impregnació argéntica de Gros-Bielchowsky que 

ens demostra que els terminals són atípics i amb fenomens d'inner

vació múltiple . La falta d'adquisició de receptors a la DBA en 

aquestes sinapsis refor1a l'hipotesi que aquests receptors només son 

propis de les sinapsis plenament estabilitzades. 

La inhibició de l'activitat postnatal de la sinapsi, retarda 

notablement el procés fisiologic de maduració postnatal de la mateixa. 

La tenotomia és una de les formes de disminuir l'activitat d'un 

múscul en desenvolupament i nosaltres, l'hem practicada en el múscul 

gastrocnemic de la rata d ' un dia. Hom pot veure també un retard 

en l'expresió dels receptors a la DBA després d'aquesta manipula-

ció . Finalment, el procés d ' estabilització postnatal de la sinapsi 

neuromuscular segueix un patró en l ' espai i en el temps d ' aven9 

en direcció proximo-distal, que també es seguit en l ' aparició dels 

receptors a la DBA. Aixi, quan es compara la seqüencia temporal 

d ' aparició dels receptors a la DBA en el múscul intercostal i en 

els músculs de la pota del mateix animal, es pot comprovar l'aven9 

d'un dia en el desenvolupament dels receptors a la DBA del múscul 

intercostal, respecte als músculs més distals de la pota (veure 

grafic de la Fig. 1, 7). 

Dependencia neural en el desenvolupament dels receptors a la 

DBA . - La secció del nervi al dia P-1 en la rata, evita l'aparició 

posterior dels receptors sinaptics a la DBA, el qual ens indica que 

la presencia del nervi és imprescindible per l'expressió dels matei

xos. La dennervació realitzada en el múscul adult, en canvi, nomo

difica tant facilment la presencia de receptors sinaptics a la DBA, 

jaque aquests encara hi són presents , ecara que en capacitat de 

fixar DBA molt feble, al cap de 3 mesos de la secció del nervi. 

Aixó ens pot suggerir que, durant el desenvolupament, la interacció 

inicial nervi-múscul i la seva maduració posterior determina una 

"impronta" en l'organització de la matriu extracel . lular sinaptica, 

que persisteix en el múscul adult fortament estable inclús en absen-
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la capacitat inductora de la LBs sobre la sinaptogenesi en el 

múscul adult regenerat . 

Identificació de glicoprotei nes especificament associades 

a la LBs .- D6s son les dificultatas principals que hem de superar 

a l ' hora del dissenny experimental per abordar aquest problema. 

Primer, l ' a il lament d'una preparació suficientment enriquida en 

matriu ext racel . lular sinaptica , tenint en compte que representa 

solament una petita porci6 de la superficie muscular que, en el 

mil l or dels casos suposa un 0.1 % de la totalitat de la superfi-

cie muscular . Segon , la matriu extracel . lular está formada per 

biomolecul es altament insolubles en estat nadiu i per tant , la 
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seva extracci6 comporta el tractament amb agents fortament dena

turants que dificilment conserven l ' estructura i la conformaci6 

fisiologica. Per superar la primera dificultat , hem partit d'un 

múscul pla , en que les arees d ' innervaci6 están clarament delimitades 

de les arees no sinaptiques i es poden separar per microdissecció. 

Per aqµesta fi hem escollit el diafragma de rata. També hem obtin-

gut per fraccionament en gradients de suerosa , una preparaci6 

notablement enriquida en sinapsi , procedent de múscul intercostal de 

ratolí jove . Hem treballat ambdues preparacions sotmeses a extra

ccions succesives per tal d ' elimi nar els components citoplasmatics 

i de membr anes cel . l u l ars i obt enir una mat erial insoluble que con

sider em primordi alment constituit per matriu extracel . lular . Aquest 

material ha estat tractat amb SDS-mercaptoetanol i sotmés a 

electroforesi en gels de po l iacrilamida . Per tal de identificar 

els components que fixen lectines, els gels han estat electrotrans

ferits a paper en que s ' ha aplicat un procediment de irnmunodetecció 

de la lectina fixada . Utilitzant la DBA hom ha detectat, en fraccions 

procedents d'arees neurals dues bandes de 13 i 16 KD, que fixen 

intensament aquesta lectina . Encara que aquests resultats son 

encara inicials i no del tot reproduibles, pensem que podrien 

representar fragments de la glicoprotei na responsable de la gran 

afinitat de la DBA perla matriu extracel.lular sinaptica. Utilit

zant d ' altres lectines no hem pogut constatar diferencies en el 

patró de glicoprotei nes procedent de matriu extracel . lular neural 

i no neural . 
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Figura 1.- Detecció de la laminina (1) i de la fibronectina (2) 
per immunof luorescencia en el múscul ECM de la rata. ( 3 i 3' )_ 
Localització de la fracció HSP de col.lagen amb doble marcat
ge; a 3 ' es locali tza una sinapsi arnb e< -Bgtx-TRITC i a 3 es 
localitza el col.lagen HSP marcat arnb FITC, es demostra la 
exclusió del HSP al lloc sinaptic. (A i A') Sinapsi ectopica 
en un múscul reinnervat; en A es demostra una sinapsi amb 
-«Bgtx-TRITC que no presenta reactivitat a la DBA- FITC (A'), 
la flecha senyala una cel.lula migratoria (limfocit?) positi
va a la DBA . (4) Fracció C- 2 tenyida amb rnetode de Karnovsky 
per demostrar les plaques motores. (5) Immunoblot que dernostra 
la fixació de DBA a glicoproteines de la rnatriu extracel . lular 
de la fracció C- 2 , d ' arees no neural de múscul (N) i d ' arees 
no neurals (AN). 
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Figura 2.- Desenvolupament del receptors a la DBA en la rata . 
En 1, 3 i 5 es veu la flourescencia deguda a la DBA- FITC en 
múscul de 1 , 2 i 3 díes postnatals; en 2, 4, i 6 la mateixa 
imatge, pero deguda a fluorescencia a~-Bgtx-TRITC. En A, B 
i e imatge deguda a fluorescencia~ -Bgtx-TRITC d'un autotras
plantamen de múscul ECM als dies 1, 7 i 15, les corresponents 
imatges degudes a DBA-FITC es veuen a A', B ' i C'. A ( 7), es 
mostra la corva de desenvolupament dels receptors a la DBA, en 
el múscul intercostal (circles negres) i en els músculs de la 
pota (circles blancs) . 
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