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Summary

Postnatal differentiation of the neuromuscular szsiem: structural changes and, differen

tial expression of.saluble.and__
mem_brane nrcteins .

The changes in glycoprotein content of embryonic and denervated rat muscle was studied. In the

soluble fraction obtained from denervated muscle cells, we found an increse of two proteins (66 and

30 KD) that appear in the 11 and 13 days after denervation respectivelly, one of this proteins (66KD)
rises also at the first postnatal day. Moreover, immunocytochemical detection of these proteins by
means of specific antibodies, show a reinforcement at the synaptic region in normal muscle and, an

increased and spread binding on the muscle fibers of denervated and postnatal muscles. In a

fraction enriched in detergent-soluble membrane proteins there is an increase in the glycoprotein
content in denervated muscle. These changes show a close relationship between the denervated and

late developing states of the muscle, and they would be taken in account in the exploration of the

molecular bases underlying neuromuscular interaction.

Introducció

El sistema neuromuscular, per la seva accesibilitat i facilitat de manipulació, ha estat un bon

model per estudiar els processos mitjançant els quals s'arribarà a configurar, en el decurs de la

ontogènia, el patró de connectivitat sinàptica que mostra l'animal adult.

És ben coneguda la importància del factor de creixement nerviós (NGF) en el desenvolupament
de neurones simpàtiques i algunes sensorials derivades de la cresta neural (veure per revisió

Levi-Montalcini 1976 i Thoenen & Barde 1980), però fins al moment, no hi ha cap molècula de

característiques homòlogues en el sistema neuromuscular, encara que hi ha multitud d'evidències

que suggerèixen la seva existència. Així, durant el desenvolupament les neurones que fracassen en el

procés d'establiment de contactes sinàptics estables són afectades per un procés de degeneració i

mort. Aquest fet, en el sistema neuromuscular suposa l'eliminació d'aproximadament el 50% del total

de motoneurones (Oppenheim 1981). La pèrdua és, en tot, depenent de la massa de teixit muscular
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sobre la qual poden establir contactes les motoneurones (Hamburger 1958, Hollyday & Hamburger
1976). Un fet, igualment interessant, és que quan en aquest sistema en desenvol upament
s'introduèixen elements bloquejant de l'activitat sinàptica es produeix un retard en la maduració de

les cèl.lules musculars que comporta una atròfia i, en aquestes circumstàncies, el procés de mort

queda pràcticament inhibit (Pittman and Oppenheim 1979). Això, implica que les cèl.lules musculars

quan no són actives produeixen una major quantitat d'algun o alguns factors tròfics essencials per a

la supervivència de les motoneurones. Un fet similar també es dóna en animals adults quan al

bloquejar I 'activitat sinàptica s'ind ueix un "sprouting" terminal (Wernig et al. 1980).

Si el múscul adult perd el suport nerviós respon ràpidament a un conjunt de canvis morfològics,
fisiològics i bioquímics dels quals els més evidents són la pèrdua de la seva eficàcia funcional i

l'atròfia. En molts aspectes l'estat de denervació inicial (5-25 dies) suposa una readquisició de

característiques del múscul en desenvolupament (increment del turnover (Loring & Sal peter 1980) i

reexpansió del receptor a l'acetilcolina a tota la superfície de la cèl.lula muscular (Fambrough 1974),
canvi que és correlatiu amb la mateixa reexpansió de la molècula de adhesió ceLlular nerviosa

(N-CAM) (Covault & Sanes 1985)). A nivell molecular, però, els canvis encara són poc coneguts i no

configuren cap teoria integrada.

En aquest estat, el múscul incrementa la seva capacitat tròfica respecte al manteniment i

supervivència de motoneurones "in vitro" (Henderson et al. 1983, Hill & Bennett 1983, Hsu et al. 1982,
Nurcombe et al. 1984, Slack & Pockett 1982, Smith et al. 1985) i, anticossos contra proteïnes de

múscul denervat són capaços d'impedir el "sprouting" terminal que provoca una paràlisi amb toxina
botulínica "in vivo" (Gurney et al. 1986), a més quan es produeix una denervació parcial d'un nervi,
els axons que resten produeixen "sprouting" terminal i coLlateral per inervar el territori denervat

(Brown & Ironton 1978). Si el músculs denervats són estimulats elèctricament aquest "sprouting"
queda inhibit (Brown & Holland 1979). En tots aquests experiments, però, no s'ha assolit un

coneixement molecular de la natura d'aquests factors

Nosaltres hem analitzat els canvis d'expressió de proteïnes solubles i glicoproteïnes de

membrana que es produeixen com a conseqüència de la denervació. L'objectiu de la recerca ha
estat de constatar les possibles homologies a nivell d'expressió d'aquestes proteïnes entre el procés
de denervació i el desenvolupament.

Hem trobat una clara variació en proteïnes solubles i glicoproteïnes de membrana, que en

conjunt donen suport a la hipòtesi de readquisició de propietats de múscul en desenvolupament,
encara que per el moment no coneguem el significat funcional de les mateixes.

També en el nostre laboratori ens hem interessat especialment per l'estudi d'alguns dels
fenòmens que tenen lloc en el període postnatal del desenvolupament de les unions neuromusculars
de la rata. La sinaptogènesi neuromuscular és un procés lent i complex en el que podem separar dos

períodes clarament diferenciats: l'embrionari i el postnatal. Durant el període embrionari, les sinapsis
neuromusculars no presenten el grau d'especialització morfològica i funcional propis de les sinapsis
adultes i la transició entre ambdós períodes es dóna durc.nt les primeres setmanes de
desenvolupament postnatal (Dennis 1981). Els 'principals canvis coneguts que es duen a terme en
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aquest període són: (a) regressió dels terminals redundants propis de les sinapsis inmadures

poliinervades (Brown et al. 1976). (b) estabilització metabòlica del AChR que disminueix el seu

recanvi (vida mitja de 18-22 hores en el període embrionari i de 11 dies en el adult) (Fambrough,
1979). (c) adequació a requeriments funcionals més exigents (el temps d'apertura del canal lligat a

AChR passa de 4.6 mseg a 1.4 mseg) (Sakmann & Brenner, 1978). (d) Modificació de l'estructura

molecular del AChR (Hali et al. 1985). (e) Modificacions en la localització i en la expressió de la

N-CAM en les cèl.lules musculars (Covault & Sanes, 1986). Diferenciació estructural i de components
de la làmina basal associada a la sinapsi neuromuscular (Chiu & Sanes, 1984; Ribera et al. 1987).

Com hem dit abans, hem trobat canvis importants en l'expressió d'algunes proteïnes , en el

decurs d'aquest període. Per això, amb l'intenció d'arribar a un coneixement més aprofundit de la

seva significació i correlació amb d'altres fenòmens, hem endagat també un estudi per determinar

paràmetres morfomètrics definitoris dels canvis ultraestructurals propis del desenvolupament

postnatal de la sinapsi neuromuscular.

Material i mètodes

Processos__e_xperirnentals
Es van utilitzar rates Sprague Dawley de 200-250 g de pes, a les que, previa anestèsia amb

hidrat de cloral 4.5% (p/v), se'ls hi va seccionar el nervi ciàtic a l'altura del terç mig del musle i

l'extrem proximal va ser lligat amb una sutura per impedir la regeneració. El dia en que es· va

realitzar la denervació es considerà D-O.

En tots els experiments de denervació, l'extremitat contralateral es va usar com a control.

En els estudis embriològics el dia en que el fluxe vaginal va contenir espermatozous es va

considerar E-O. El dia de naixement de les cries es va considerer P-O.

Reactius i solucions. emprades

Els reactius es van utilitzar de Sigma, Merck de la maxima puresa. Les lectines i els anticossos

corresponents de les mateixes es van obtenir de E-Y Labs (San Mateo,. USA) i I'anticos de cabra

anti-Igs G de conill conjugat amb peroxidassa o ttuoresceïna es va obtenir de Dako (Dinamarca).

Tampó fosfat-salí (Sal/Pi): consisteix en un tampó aquós amb Na2HP04 10mM, KH2P04

1.3mM, NaCI 136mM, KCI 2.7mM, pH 7.2.

Tampó Tris-salí (TBS) Tris 20 mM, 150 mM NaCl, pH 7.2
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Extracció de les fraccions

El músculs utilitzats van ser el tibial anterior, extensor llarg dels d its del peu, gastrocnèmicus
lateral i medial, soleus i flexor superficial dels dits del peu, sense fer distinció entre ells.

Els músculs controls i denervats varen ser processats exactament de la mateixa forma.

Els músculs van ser alliberats del màxim possible de teixit connectiu i de nervis, pesats, trossejats
i posats en Sal/Pi al qual s'havia afegit 1 mM fenilmetilsulfonilftorur (PMSF) com a inhibidor de

proteasses. Es van homogenitzar en 10 vegades (v/p) el mateix tampó en un homogenitzador tipus
Politron a màxima velocitat durant 2 minuts, es filtrà per una malla de tamany mig per eliminar

trossos no homogenitzats i tendons residuals i es centrifugà a 105.000 Xg en una ultracentrífuga
Beckman durant 1 h a 4QC. Els sobrenedants es varen considerar fracció soluble (S). El pèl.let es va

resuspendre en 1 ml del mateix tampó (Sal/Pi) amb 1 mM EDTA i 0.5% v/v de Nonidet P-40 i va

estar homogenitzat en un homogenitzador Douncer, amb un pistó B i amb 15 passades. Després es

centrifugà en les mateixes condicions que abans i els sobrenedants es van considerar la fracció

enriquida en proteïnes de membrana (NP). El pèl.let es descartà.

La mateixa seqüència d'extracció es realitzà pels músculs embrionaris o postnatals

Anàlisi de les fraccions

Les diferents fraccions obtingudes es van sotmetre a SDS-PAGE al 10% o 15% (Laemmli 1970)i
es van tenyir amb blau brillant de Coomasie 0.25%.

Paral.lelament, gels iguals als anteriors, foren processats per Western blot segons el metode de

Towbin (1979). Una de les membranes de nitrocel.lulosa es va tenyir amb negro amido per veure

l'eficàcia de la transferència. Les altres, es van procesar per unió a lectines (Coneanava/ia ensiformis

(ConA), Triticum vulgaris ryvGA), Do/iehus bit/orus (DBA), U/ex europeus isotipus I (UEA-I)) o

anticossos de conill (anti-banda 66 KD (anti-66), anti-banda 30 KD (anti-30), anti-fracció soluble

(anti-S) o anti-fracció NP (anti-NP)).

En la dilució de les lectines i anticossos, en els rentats entre incubacions, s'utilitzà el tampó
Sal/Pi amb 0.05% vlv Nonidet P-40.

Les lectines han estat utilitzades a una concentració de 25-50 glml, 1 h a temperatura ambient
en agitació. Es van deixar amb l'anticòs conill anti-lectina corresponen diluit 1/200 1 h, i darrerament
es van incubar 1 h amb anticòs de cabra anti-Igs G de conill unit a peroxidassa i diluit 1/500. Es
revelà amb cloro-naftol. En el cas de la ConA després de la incubació amb lectina, s'incubà
directament amb peroxidassa de Sigma tipus VI 50 g/mi i es revelà.

AI tampó TBS-Nonidet s'hi va afegir MnCI2, CaCI2 en els casos de la ConA i WGA, i en aquesta
darrera ZnCI2, tots ells a 1 mM final.
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L'especificitat de la unió de les lectines es va comprovar afegint al mitjà d'incubació 0.2 M dels

sucres inhibidors corresponents.

Els anticossos es van diluir 1/100 i s'incubaren durant 1 h., la resta es va fer igual que per les

lectines a partir del anticòs anti-lectina.

La fracció soluble de múscul 0-14 fou cromatografiat en una columna de Sephadex G-l00,

utilitzant tampó Sal/Pi com eluïent. Les fraccions foren liofilitzades, redisoltes en H20 i dialitzades en

solució salina al 0.9% i posteriorment analitzades per SOS-PAGE.

La concentració de proteïnes es va mesurar segons el mètode de Lowry (1951) .

Prnducció d'anucossos

Tots els anticossos han estat produits per conills New Zeland albins als que abans de la

immunització se'l hi va comprovar que el seu sèrum fos no reactiu amb paper de nitroceLlulosa o

amb talls de criostat de múscul control.

La primera injecció es va fer amb l'antigen corresponent emulsionat amb adjuvant complert de

Freund. Totes les injeccions subseqüents portaven adjuvant incomplert de Freund. Les dosis de

record es feien cada setmana durant el 1 er
mes, i després de 10 dies a partir de la darrera, se'ls hi

va extreure 10 ml de sang.

Anticòs anti-fracció soluble: es van utilitzar 2.5 mg d'aquesta fracció de músculs de' rata 0-14

en cada immunització.

Anticòs anti-fracció NP: es van utilitzar 1.2 mg d'aquesta fracció de músculs iguals als anteriors

en cada immunització.

Anticòs anti-banda' 66 KO: aquesta proteïna es va purificar mitjançant una electroforesi

preparativa, emprant un gel de PAA-SOS al 15%. La mostra utilitzada contenia un total de 3.4 mg de

proteïna de la fracció soluble de múscul 0-14. Una vegada realitzada l'electroforesis, el gel es va

tenyir breument amb blau de Coomasie (5 min) i es va destenyir fins veure les bandes protèïques.
Una vegada identificada la banda de 66 KO, aquesta es va retallar amb un bisturí i va ser

homogenitzada amb 1.5 ml d'adjuvant més 1 ml de PBS.

Anticòs anti-banda 30 KO: es va fer exactament el mateix que per el de 66 KO però en aquest

cas la banda protèïca utilitzada va ser la corresponent a 30 KO.
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Immunohistoquímica

Els músculs extrets de l'animal anestesiat i congelats amb isopentà refredat per nitrògen líquid,
es van seccionar a 7 m amb un criostat i es van deixar secar durant 1 h, es van cobrir amb una

gota de l'antisèrum corresponent diluït 1/50, i es van deixar 1 h a temperatura ambient o tota la nit a

49C, en una càmara humida. Es rentaren en 3 canvis de PBS 15 min cadascun i seguidament es

van incubar durant 1 h, a temperatura ambient, amb un anticòs de cabra anti-Igs G de conill marcat

amb fluoresceïna (Dako) diluit 1/40 i en aquest mitjà d'incubació s'hi va inclourecx.-Bungarotoxina
(Boehringer-Mannheim, FRG) marcada amb rodamina (Sigma) (It-Bgtx-TRITC) segons el mètode de
Ravdin i Axelrod (1977), a una concentració final de 1 g/mI. Després d'un rentat igual a l'anterior, es

van muntar amb Fluoprep (Biomerieux). Les preparacions van ser observades amb un microscopi
Leitz Dialux-20 equipat amb epifluorescència i filtres de banda estreta per fluoresceina i rodamina.

Microscopia electrònica i morfometria

Els diferents músculs van ser fixats en glutaraldehid 2.5% (p/v) en tampó fosfat 0.2M i postfixats
en 040S 1 % (p/v) aquós. Es van incloure en Araldita i van ser tallades en un ultrarnicrotorn Ultracut i

observades en un microscopi electrònic de transmissió Zeiss EM-10. Les fotografies dels espèciments
van estar analitzades amb l'ajuda d'una taula digital acoplada un ordinador MOP-Videoplan
(Kontron) .

Resultats

Fracció soluble-de.nervaci6

Els músculs D-14 quan són analitzats amb SDS-PAGE i tenyits amb blau de Coomasie presenten
un patró proteic bastant diferent respecte als controls. Encara que no hem trobat difències

qualitatives apreciables, si que n'hi ha de quantitatives. Per una part, s'aprecia una clara disminució
en la majoria de bandes proteiques, en especial, una banda situada a nivell de 92 KD i varies en la
zona dels 40 KD. Per una altra part, hi ha un clar increment de dues bandes en el múscul denervat
a nivell dels 66 KD i dels 30 KD (Fig.1).

Utilitzant el blau brillant de Coomasie, el primer dia que es pot detectar l'increment d'aquestes
bandes, durant el procés de denervació es D-11 per la proteïna 66 KD i D-13 per la proteïna 30 KD;
l'increment continua fins D-21 moment a partir del qual disminueixen parcialment (D-28).

Aquestes bandes són detectades específicament pels anticossos produïts en conills (anti-66 i

anti-30). L'anticòs generat contra la fracció soluble total de múscul D-14 reconeix, la majoria de les



bandes que es tenyeixen amb Coomasie, amb diferent intensitat (Fig.1).

La banda de 30 KO presenta unió per les lectines DBA, UEA-I i WGA, la qual cosa demostra que

és una glicoproteïna. La banda de 66 KO no ha presentat una clara unió a cap de les lectines que

nosaltres hem utilitzat, encara que aquest fet no descarti la possibilitat que tingui sucres no

reconeguts per aquestes lectines, a que aquests no siguin accessibles a les lectines (Fig.1).

En aquesta fracció, a més, la ConA i la WGA posen de manifest un major contingut de

glicoproteïnes amb un pes molecular superior als 50 KO, del múscul 0-14 (Fig.1f per la ConA no

mostrat).

La columna de Sephadex G-100 resolt 5 fraccions diferenciades, de les quals la segona conté la

banda de 66 KO i la cinquena, la de 33 KO, però en totes dues hi ha d'altres proteïnes de pesos

molecular similar.

Fracció soíoble-desecvotupamem

En el desenvolupament s'han utilitzat animals E-16, E-19, P-O, P-3, P-7, P-14, P-21 i P-28.

En la fracció soluble analitzada amb SOS-PAGE i Coomasie, apareixen progressivament les

bandes proteiques que caracteritzen l'espectre del múscul adult. A més, en la fracció soluble dels

animals p-O/ hi ha un gran increment de la banda de 66 KO que es reconeguda específicament per

I'anticós anti-66. Aquesta, disminueix progressivament en intensitat fins arribar als nivells d,el múscul

adult normal al voltant de P-21. La banda de 30 KO no presenta aquesta seqüència (Fig.1).

La unió de ConA sobre aquestes fraccions, té un pic màxim a nivell de P-O que decreix

ràpidament entre P-3 i P-7.

Fracció NP

Si bé la tinció amb blau brillant de Coomasie no posa de manifest diferències evidents entre els

músculs adults normals respecte als denervats a durant el desenvolupament, la unió de la lectina

ConA està molt incrementada en el múscul denervat, concretament en les bandes de proteïna de pes

molecular superior a 60 KO, constituint una àmplia regió de marcatge difús. Aquest increment ja és

detectable al voltant de 0-5 moment a parnr del qual es manté fins on ho hem estud iat (0-28) (Fig.1).

L'anticòs anti-NP reconeix la major part de proteïnes de la fracció NP tant del múscul contrd

com denervat

Els músculs en desenvolupament presenten un patró diferent, en el qual la màxima intensitat es

troba en els dies embrionaris estudiats (E-16, E-19), i a partir del naixement va decreixent fins als

nivells de l'adult.
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A més, en els músculs d'animals P-O apareix una banda de 63 KD, capaç d'unir-se a ConA i que

ja es feblement detectable en E-19 i que desapareix a partir de P-7 (Fig.1).

ImmuTIohistoquírnica

En el múscul control, les proves inmunohistoquímiques demostren la presència de la proteïna de

30 KD i de 66 KD a nivell de la regió del contacte neuromuscular. El doble marcatje utilitzant

simultaneament ct.-Bungarotoxina conjugada amb rodamina, demostra la localització del antígen a

nivel de la regió subsinàptica, probablement en el sarcoplasma subneural. L'intensitat de la reacció

fluorescent es més forta pel antígen de 30 KD i en cap cas no es detecta positivitat valorable, fora

de les zones sinàptiques. En canvi, en el múscul 0-14, hom trava una clara expansió del dos

antigens que s'exten a la totalitat de la superfície de la cèl.lula muscular; en aquesta situació la

reacció sembla estar situada a nivell del sarcoplasma subsarcolèmic i en interior d'algunes partícules
citoplasmàtiques. D'una forma molt interessant, aquest patró de distribució es reprodueix d'una

forma similar, a l'analitzar cèl.lules musculars en desenvolupament aP-O (Fig.2).

L'anticòs anti-NP es deposita selectivament i nítida sobre la superficie de les fibres muscular

suggerint-ne el seu origen sarcolèmic. A més, a nivell de les regions de la sinapsi l'intensitat de la

reacció està considerablement incrementada (Fig.2).

Avaluació dels paràmetres morfomètris definitoris del desenvolupament postnatal de la

sinapsi neuromuscular

L'anàlisi, posa de manifest la regressió dels terminals supernumeraris des de P-O fins aP-30,
el creixement i plegament de les estructures postsinàptiques, l'increment de l'àrea dels terminals

nerviosos, l'aparició transitòria de vesícules amb "nucli dens" i la diferenciació de la làmina basal,
com a fets més importants a destacar (Fig.; 3).

Discusió

En els nostres experiments, els resultats obtinguts han estat homogenis i constants totes les

vegades que els hem realitzat. L'aparició de les dues bandes proteiques diferencials en el múscul
denervat ha estat un resultat repetitiu, en animals adults - mascles a femelles - de diferents pesos, en

totes les experiències realitzades. En tots els casos l'efecte de la denervació ha causat una ciara
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Figura l. Els números indicats en el cantó de les figures indiquen

el pes molecular. a,g SDS-PAA 15%. b,c,d,e,f,h,i,j, membranes

de microcel.lulosa a les que s'han transferit gels SDS-PAA 15%.

a carrera esquerra múscul denervat dreta múscul control. S'apr�

cia un increment en les bandes de 66 i 30 KD en el múscul dener

vat. Unió de lectines: b WGA, c DBA, d UEA-I a músculs control

carrera esquerra i denervats �reta. e,f unió d'anticosSos anti

66 (e) i anti 30 (f); carrera esquerra múscul control i dreta

denervat.g carreres (de esquerra a dreta) corresponents a músculs

E-16, E-19, P-O, P-3, P-7, P-14, P-21, P-28 i adult es pot apre

ciar que en P�O hi ha un gran increment de la banda de 66KD (flet

xa). Els músculs analitzats en totes les carreres anteriors són

fracció soluble. h,i,j, fraccions membranaries de músculs en de

senvolupament (h) i adults control i denervat (i,j) processades

per unió amb lectina Co� A excepte i processat amb AuroDye. h c�

rreres d'esquerra a dreta adult control, P-28, P-21, P-14, P-7,

P-3, P-O, E-19 i E-16. Apareix una banda de 63 KD transitòria

entre E-19 i P-7. i,j d'esquerra a dreta múscul d-2, control,

D-5 i control. En j, ja es pot detectar un clar increment d'unió

de Con A sobre el múscul denervat.



Figura 2. (a) Contacte sinàptic en un múscul intercostal de rata P-2.

S'aprecia la poliinervació i la poca diferenciació dels terminals.

(b) Sinapsi en un múscul intercostal de rata P-17. Es pot veure els

plegaments postsinaptics i una major diferenciació del terminal. (e,

e') Secció de criostat d'un tibial anterior. Doble marcatge amb e aQ

ti-30 (FITC) c'�- Bgtx-TRITC; aquest antígen té una clara concentra

ció a nivell sinàptic. (d,d') El mateix que per c,c' però de d anti

NP; patró de superficie múscular amb reforçament sinàptic. (e,f) e

múscul flexor superficial dels dits del peu control, marcatge amb

anti-30; f mateix marcatge que l'anterior però en el múscul dener

vat. Apareix un clar increment d'aquest antígen en el músucl dener

vat. (g) Múscul soleus d'una rata P-O marcat amb anti-30. Apareix
un marcatge difús amb un reforçament superficial i perinuclear.

Magnificació a, 15.000x; b, 12.500x¡ c,c', 1000x; d,d', 800x¡ e,f,

500x; g, 250 x.
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Figura 3. Gràfics de l'avaluació dels paràmetres·morfomètrics du

rant el desenvolupament de músculs intercostals de rata. (1) Re

lació entre la densitat de vesícules sinàptiques (e) i l'àrea

del terminal sinàptic (O). (2) Densitat de vesícules de núcli

dens (O) i de vesícules cobertes (e). (3) Relació entre la lon

gitud de la membrana postsináptica (O) i el paràmetre represen

tatiu de l'enfonsament del terminal nerviós en la membrana post

sináptica (feret xy) (e). (4) % de sinapsis positives a DBA res

pecte a les positives a �-Bgtx. (e) múscul inte�costal, (O)

múscul gastrocnemicus. (5) Relació entre el número de terminals

(e) i el número de sinapsis positives a DBA (O).
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Hom coneix, amb cert detall, la particlpacló d'aquestes proteïnes (N-CAM I AChR) en els

atròfia i invalidesa de l'extremitat denervada. L'observació al microscopi òptic dels nervis seccionats

ha posat de manifest el procés degeneratiu dels mateixos.

L'especificitat de la unió de les lectines, es va fer palesa quan la lectina va estar bloquejada amb

el sucre inhibidor corresponent, amb el que es va suprimir la unió d'aquestes a les bandes

proteiques. Així mateix, els anticossos es van mostrar no reactius abans de la immunització. També
es van utilitzar diferents sèrums no immunes com a controls negatius dels diferents processos

experimentals. En cap cas aquests anticossos van mostrar reactivitat enfront de bandes proteiques a

en immunohistoquímica.

La similitud de les proteïnes trobades en les dos fraccions (amb canvis quantitatius en la soluble)
demostra una extracció comparable pels músculs control i denervat.

Dels nostres resultats es desprèn que, a nivell de proteïnes solubles, es poden detectar al menys
dues bandes electroforètiques (30 i 66 KD) que corresponen a 2 proteïnes diferents - es separen per
gel filtració en condicions no denaturans -, l'expressió de les quals sembla estar regulada pel
desenvolupament i afectada per la secció del nervi. Els anticossos específics obtinguts contra

aquestes dues proteïnes demostren una localització més prominent d'aquests antígens en la regió de
la sinapsi neuromuscular en el múscul adult normal i un clar increment de la seva expressió en les

regions extrasinàptiques en múscul neonatal i denervat.

A més, cap subunitat del receptor ni de la N-CAM tenen pesos moleculars comparables a les
nostres proteïnes, i els seus nivells solament són detectables amb proves molt específiques (
_Bgtx_1251 pel receptor a amb anticossos monoclonals per la N-CAM); això exclou que es tracti

d'alguna d'aquestes dues.

Aquesta troballa aporta un nou element a destacar dins del conjunt de fenòmens de la

diferenciació de les cèt.lules musculars, controlats pel nervi.

Després de la secció del nervi d'un muscul adult diferenciat, aquest readquireix algunes
caracteristiques que són pròpies del muscul embrionari. És, per exemple, conegut que dues

proteïnes ben definides (N-CAM i AChR) tenen una seqüència d' aparició localització i distribució en el
decurs del desenvolupament, similar a la que nosaltres hem trobat per les proteïnes de 66 i 30 KD.
Ambdues (N-CAM i AChR) es troben incrementades en el múscul denervat i passen d'estar d'una
forma concentrada en el lloc sinàptic, a expressar-se en tota la superfície de la cèl.lula muscular, així
com també augmenten molt els seus nivells intracitoplasmàtics degut a la síntesi "de novo"

(Fambrough 1974, Covault & Sanes 1985). A més, la N-CAM també té uns nivells molt augmentats a

P-O i després disminueix gradualment durant les dues primeres setmanes postnatals; aquesta
seqüència és comparable a la seguida per la proteïna soluble 66 KD, encara que aquesta no veu

incrementats els seus nivells en el moment de la sinaptogènesi ni decau els dies posteriors a la
mateixa (E-19) fet que si es dóna en la N-CAM (Covault & Sanes 1986). El receptor s'agrega a

E-14,15 i es manté en aquest estat a no ser que les fibres musculars perdin el suport nerviós.
Aquesta seqüència de desenvolupament no correspon a cap de les proteïnes que nosaltres hem
trobat.



processos d'establiment, diferenciació, manteniment i, en definitiva, en la senyalització de l'estat de

receptivitat de la cèl.lula muscular a la possible formació o rebuig d'un contacte sinàptic.

Encara que, de moment, no coneguem la significació funcional de les nostres proteïnes, en el seu

comportament hi trobem notables homologies amb el AChR i la N-CAM. Això ens fa pensar amb la

seva possible relació amb el control nerviós de la diferenciació muscular que s'estableix en moments

crucials del desenvolupament. Aquesta serà la nostra hipòtesi en el decurs proper d 'aquesta recerca.

Respecte a les proteïnes de membrana, hem detectat canvis interessants solament amb l'ajut del

marcatge selectiu de glicoproteïnes utilitzant lectines. Els nostres resultats estan d'acord amb articles

previs de la literatura (Jeffery i Appel 1978, Leung et al 1984), en els quals es troba un increment del

contingut de carbohidrats en les proteines membranàries procedents de múscul denervat, resultat

d'un increment de la glicosilació de les mateixes més que de l'aparició de noves espècies proteiques.

El tractament amb Nonidet P-40 extreu proteïnes membranàries, amb considerable contribució

sarcolèmica, atès el patró d'immunifluorescència lineal i superficial que mostren els anticossos creats

contra les mateixes, però no podem descartar l'existència d'altres proteïnes membranàries

procedents d'estructutes no sarcoièmiques.

És interessant comprovar la disminució gairebé lineal de la unió de ConA sobre músculs en

desenvolupament des de E-16 fins P-30; més palesa, però, en els estadis embrionaris. Utilitzant la

mateixa aproximació també es detecta un increment transitori d'una banda a 63 KD entre els dies

E-19 i P-7.

Segons aquests resultats, podem concloure l'existència de proteïnes d'expressió controlada pel

desenvolupament en un període de diferenciació que està subjecte a importants canvis morfdgenètics

que donen lloc a la conformació adulta i "estable" de la sinapsi, tal com es desprèn el nostre estudi

morfomètric. La repressió en la seva expressió pot ésser reversible quan el múscul ad uit perd la

influència del nervi; indicant que la seva significació funcional pot estar relacionada amb la interacció

neuromuscular.
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