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Résumé

Les contractions musculaires exigées pour assurer les activités quotidiennes

nécessitent une transmission fiable et efficace du stimulus du ner[ moteur aux fibres

musculaires. Or, la terminaison nerveuse assure, en partie, cette efficacité en secrétant

plus de neurotransmetteurs que ce qui est nécessaire pour initier un potentiel d’action à

la membrane de la fibre musculaire.

Il est techniqciement difficile de mesurer directement. par des moyens

biochimiques, la quantité de neurotransmetteurs libérés par la terminaison nerveuse.

L’enregistrement électrophysiologique de l’effet de ces transmetteurs sur la composante

post-synaptique de la plaque motrice s’est avérée être une technique plus appropriée.

Cependant, l’enregistrement de potentiels de la plaque motrice (EPP) requiert

l’abolition de la contraction musculaire. Les méthodes initialement utilisées à cet égard

telles que la manipulation de la concentration d’ions Ca2 et Mg2, l’utilisation de la d

turbocurarine et la lacération de la fibre musculaire affectent l’intégrité de la

transmission neuromusculaire. La découverte récente de la conotoxine, qui bloque de

manière sélective les canaux Na musculaires, permet désomiai s l’enregistrement des

EPPs dans leur intégralité.

Il a été rapporté que les jonctions neuromusculaires démontraient des

caractéristiques uniques dépendamment du type de fibres musccilaires I, II ou I1X. Du

point de vue morphologique, les éléments post—synaptiques de la jonction deviennent de

plus en plus complexes en allant des fibres de type I (qui expriment les structures les

plus simples) aux fibres de type HX (qui expriment les structcires les plus élaborées).
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Ainsi, les replis de la plaque motrice des fibres lentes (type I) sont plus courts et moins

nombreux que ceux des fibres rapides (type lix). Sur le plan physiologique, les fibres

rapides libèrent davantage de neurotransmetteurs comparées actx fibres lentes, mais

aussi démontrent une diminution plus prononcée des EPPs lors d’une stimulation

continue.

La jonction neuromusculaire est une structure fortement adaptable subissant une

trans formation perpétuel le. Celle—ci est continuellement remodelée lors de la

croissance, du vieillissement et des conditions pathologiques. La capacité modulatrice

de l’activité physique sur les éléments moihologiques et physiologiques de la jonction

a été démontrée dans plusieurs études.

La majorité des adaptations physiologiques de la jonction neuromuscidaire chez

le rat ont été démontrées in vitro. en utilisant des techniques de stimulation électrique.

Or cette technique comporte des restrictions méthodologiques considérables qui

affectent la transmission synaptique et biaisent ainsi l’analyse. La particularité de la

présente étude est qu’elle s’efforce d’éliminer ces restrictions en utilisant un modèle in

situ où les EPPs sont enregistrés dans leur intégralité et ce, à une température

physiologique. De plus, cette étcide innove en investigant l’effet de la combinaison

d’une surcharge compensatoire et de la cocirse volontaire sur les propriétés

physiologiques de la transmission synaptique du plaitaire, muscle composé

majoritairement de fibres tapi des.

La surcharge compensatoire combinée à la course volontaire a provoqué

l’altération de plusieurs propriétés physiologiques de la jonction. Ainsi, l’amplitude du

EPP à la suite d’une stimulation, donc la quantité de neurotransmetteurs libérés par
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stimulus ou le contenu quantique (QC), et la quantité cumulative de transmetteurs

libérés lors des stimulations continues ont augmenté de façon significative comparés au

groupe témoin composé de sujets sédentaires. L’amplitude ries potentiels miniatures de

la plaque (MEPPs) du groupe expérimental était pins petite que celle du groupe

contrôle. De plus, lors des stimulations continues, on observe une diminution plus

prononcée de l’amplitude des EPPs dans le groupe expérimental.

Ces observations suggèrent une augmentation du coefficient de sûreté pour la

transmission synaptique. En outre, ces résultats soutiennent, mais aussi complètent les

évidences concernant les améliorations dans l’efficacité de la transmission

neuromusculaire causées par l’activité physique rapportées précédemment.

Mots clés transmission neuromusculaire, potentiel de la plaque motrice,

électrophysi ologi e, in situ, surcharge compensatoire du ni uscle plantaire,

activité physique
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Summary

In order to carry out a daily function, muscle contraction requins a reliable and

efficient transmission cf information from die motor nerve te the muscle libers. The

newe terminal ensuns this efficiency, in part, by releasing more neumtransmitters than

are required to initiate an action potential.

Et is technically difficuit, using biochemical methods, te directly measure the

quantity cf neumtransmitter released by the neive terminal. fle electmphysiological

recording cf die pcst-synaptic effects cf these transmiifers pmved te be a more

realizable technique. However, die recording cf endplate potenfials (EPP) requins die

elimination cf action pctential in the muscle liber. The methods initially used in this

regard, manipulation cf ion ccncentraticn (Ca» and M?), the use cf d-turbccurarine

and damaging cf the muscle liber, affect die integrity cf synaptic transmission at the

neurcmuscular junction. Hcwever, the recent discovery cf ccnctcxine, a pctent

mammalian muscle Na channel blccker. has allcwed the recording cf fiill-sized EPPs.

It has been repcfted that die neurcmuscularjuncticn prcperfies vary acccrding te

muscle liber type: J, II or IIX. Mcrphclcgically. die pcst-synaptic elements cf die

juncdcn beccme increasingly complex as we mcve from type I libers (which express

the simplest structures) te type IIX libers (which express the most elaborate structures).

Thus die pcst-synaptic fclds, at the motor endplate, cf slow libers (type J) are shcfter

and fewer than diose cf fast libers (type IIX). Physiclcgically, fast libers release more

neurctmnsmitters ccmpared te slow libers, but aIse show a more marked mndcwn in

EPP amplitude during ccntinucus stimulation.
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The neurom uscular j unction is a hi ghÏy adaptable structcire undergoing a lifelong

remocteling process. Its structure is altered by growth, aging and pathological states.

The modulatory capacity of physical activity on the morphological and physiological

properties ofthejunction bas heen shown by several studies.

IVIost of the physiological adaptations of the rat neuromuscular junction have

been demonstrated, in vitro, usi ng electrical stimulation. This technique involves

considerable methodological limitations thus hindering an unbiased study of

neuromuscular transmission. The characteristic of the present study is that it bypasses

these restrictions by using an in situ model where full-sized EPPs are recorded under

physiological conditions. Furthermore, this study innovates by investigating the

combined effects of compensatory overload and voÏuntary wheel cage activity on the

physiological properties of synaptic transmission oC the plantaris muscle, mainly

composed offast fibers.

The combi nation of compensatory overload and voluntary wheel cage activity

increased, significantly, the quantat content (QC) and the cumulative quantal release.

Miniature endplate potential (MEPP) amplitude vas lower in the overload group as well

as EPP amplitude runclown dciring continuous stimulation.

When consiclered together, these data suggest that the safety factor for

neuromuscular transmission couÏd have increased in the overload group. Furthermore,

these findi ngs support and supplement previousl y reported acti vity—dependent

improvements in neurom uscul ar transmission efficacy.
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Key words: neuromuscular transmission, endplate potential, in situ elecfrophysiology,

overloaded plantaris muscle, physical acdvity
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Figure 1. La jonction neuromusculaire. La jonction neuromusculaire possède trois

grandes composantes une structure pré-synaptique, une structure post-synaptique et

une fente synaptique. La structure pré—synaptique contient plusieurs composantes telles

q tic des mitochondries, des vésicules synaptiques ren fermant de 1’ acétylchoÏine (ACh)

et des canaux ioniques voltage-dépendants dont les canaux calciques voltage

dépendants (VGCC). Les vésicules synaptiques contenant l’Adi sont groupées près de

la zone active (site de libération de l’ACh). La structure post-synaptique est formée par

différents types de canaux ioniques et par la partie dci sarcolemme faisant face à la

terminaison nerveuse communément appelée pi aq tic motrice. Les récepteurs d ‘ ACh

(ACliR) sont concentrés de façon significative aux crêtes ainsi que le long des côtés

supérieurs des replis tandis que les canaux sodiques voltage-dépendants (VGNC) sont

concentrés dans le creux de ces replis. La fente synaptique. large de 50-100 nm, sépare

la terminaison nerveuse de la plaque motrice. On retrouve à l’intérieur de cette fente

une couche de matrice extracellulaire appelée le « basal lamina ». (Tiré de Kandel et al.

2000) 3

Figure 2. Protéines pré-synaptiques impliquées dans la transmission synaptique.

La libération de neurotransmetteurs à la j onction neuromusculaire implique certaines

protéines et comporte plusieurs étapes. Les vésicules synaptiques sont regroupées dans

plusieurs pools dont le pool de réserve (1). Dans ce pool de réserve, les vésicules sont

attachées à un réseau de filaments cytosquelettiques par le biais de la synapsine. La
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mobilisation vers les sites de sécrétion semble être assurée par des protéines de la

famille rab (2). L’ancrage (3) et la fusion des vésicules synaptiques (4) sont assurées

par une multitude de protéines (Tirée de Kandel et al. 2000) 5
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compensatoire ( panneau inférieur). L’amplitude des EPPs dans le group de surcharge

compensatoire est plus grande, mais diminue aussi de façon plus prononcée. B t Un

exemple de « doublet » observés durant une stimulation continue d’une jonction

neuromusculaire de rat adulte du groupe de surcharge compensatoire. Des doublets ont

été exprimés dans une fraction des jonctions du groupe contrôle et du groupe surcharge

compensatoire. La barre de calibrage dans figure lA est de I mV et 10 ms 58

Figure 2. Comparaison de la diminution de l’amplitude des EPPs entre le groupe

surcharge compensatoire et le groupe contrôle. Une vue de plan rapprochée des
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Figure 3. Diminution de l’amplitude des EPPs en fonction de la Fréquence de

stimulation dans le groupe contrôle (A) et le groupe surcharge compensatoire (B). À la
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1. LA JONCTiON NEUROMUSCULAIRE ET LA TRANSMiSSION

SYNAflIQUE

Chez les mammiikes, les cellules des muscles squelettiques sont directement

stimulées par les neurones moteurs dont le corps cellulaire se trouve dans la substance

grise de la moelle épinière. Les axones myélinisés de ces neurones passent dans les

racines antérieures des nerfs rachidiens, se regroupent par la suite en nerfs, avant

d’atteindre les muscles squelettiques. À son entrée dans le muscle, le nerf moteur est

démyélinisé et l’axone de chaque neurone moteur présente une multitude de

ramifications, chacune de ses terminaisons nonales constituant une jonction

neuromusculaire. Chaque fibre musculaire est innervée de façon singulière par une

branche d’un none moteur. Par contre, un none moteur innerve plusieurs fibres

musculaires (Kandel et al. 2000).

La jonction neuromusculaire joue un rôle crucial dans la stimulation des fibres

musculaires. Ainsi, lorsque le nerf moteur est stimulé, celui-ci transmet cette

stimulation aux fibres musculaires par le biais de neurotransmetteurs. De manière

générale, tel qu’indiqué à la Figure t, la jonction neuromusculaire possède trois grandes

composantes: une structure pré- et post-synaptique et une fente qui les sépare. La

structure pré-synaptique est formée par la terminaison du nerf moteur et les protéines

qu’elle renferme. La partie du sarcolemme qui fait face à cette terminaison nerveuse est

appelée plaque motrice et forme la structure post-synaptique. Finalement, la fente

synaptique qui sépare la plaque motrice de la terminaison nerveuse contient les

protéines nécessaires afin de maintenir l’intégrité de la transmission synaptique.
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Figure 1. La jonction neuromusculaire
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1.1 Organisation fonctionnelle de la jonction neuromusculaire

Structures pré-synaptiques

Au niveau ultra—structurel, chaque terminaison axonale est constituée de

plusieurs composantes dont des mitochondries, des vésicules synaptiques, des protéines

filamenteuses et des canaux ioniques (1—Tille 1992; Sanes et Lichtman 1999; Kandel et al.

2000). La partie de l’axone moteur qui précède la terminaison nerveuse contient

relativement peu de vésicules synaptiques et de mitochondries comparée à la

terminaison nerveuse.

Les vésicules synaptiques contenant Ï’ acétylchol i ne (ACh), neurotransmetteur de

la jonction neLiromusculaire, se regroupent, en pat-tic, autour d’un endroit bien défini de

la membrane pré-synaptique appelé « active zone » ou zone active, où a lieu ta fusion

entre les vésicules et la membrane pré-synaptique permettant de libérer l’ACh (Sanes et

Lichtman 1999). La zone active, tel qu’indiqué à la Figure 2, est constituée de plusieurs

protéines intra—membranaires, parmi lesquelles on retrouve les canaux calciques et les

protéines réceptrices intégrées à la membrane pré-synaptique SNAP-25 et la syntaxine

aussi connue sous le nom de t-SNARES (Macleod et al. 1 999; Kandel et al. 2000).

Sécrétion de neurotransmetteurs

La première étape de la sécrétion des neurotransmetteurs est l’activation de la

terni i nai son pré-synaptique. Cette dern i ère est stim Lii ée par la propagation d’ un

potentiel d’action à la terminaison nerveuse.
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Lorsque le potentiel d’action rej oint la terminai son pré—synaptique, celui—ci

provoque la dépolarisation de la membrane pré-synaptiqLLe. Cette dépolarisation agit

sur une multitude de canaux ioniques voltage-dépendants tels que les canaux sodiques,

les canaux calciques, les canaux potassiques, les canaux chloriques et les canaux non

sélectirs. Cette dépolarisation augmente de façon significative la probabilité que ces

canaux soient dans une conformation ouverte (Hille 1 992). Ce qui suscite un intérêt

particu]ier à la jonction neuromusculaire est l’activation des canaux calciques voltage—

dépendants (VGCC).

Vesce
rnembrne1 Mohhza1o
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TF

D F

3 Do-.r-crimi’n

IJDD}

I ISyPt

4 F’;cr
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SynapIopflysIrI

Figure 2. Protéines pré-synaptiques impliquées dans la transmission synaptique
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En eFfet, leur ouverture entraîne l’entrée d’ions calciques (Ca2) dans la

terminaison nerveuse. Ainsi, l’augmentation de la concentration intracellulaire de Ca2

libres (Ca2) déclenche une cascade d’événements encore mal connus qui provoquerait

la sécrétion de neurotransmetteurs (Figure 2). Cette augmentation de [Ca] entraîne

l’attachement des ions calciques à des pmtéines intra-membranaires sensibles au

calcium. L’identification des protéines senseurs de calcium à la terminaison pré—

synaptique n ‘est pas entièrement complétée. Cependant, la synaptotagam me semble

être l’un des sites principaux d’ancrage pour le Ca2 (Meir et al. 1999). La

synaptotagmine est une protéine intégrée à la membrane de la vésicule synaptique

possédant un domaine C2 cytoplasmique qui interagit avec les phospholipides par

l’intermédiaire d’ions calciques (Davletov et Sudhof 1994; Kandel et al. 2000). Ceci

suggère l’insertion de synaptotagami nes dans la membrane phosphol ipidique pré—

synaptique à la suite de l’entrée de Ca2*. De plus, plusiecirs études signalent une

interaction entre la synaptotagmine et la syntaxine par le biais du Ca2 dans le

déclenchement de la sécrétion de neurotransmetteurs (Chapman et al. 1995; Chapman et

al. 1996). Ce qui demeure toutefois incontestable est la nécessité de l’augmentation de

[Ca2] pour le déclenchement du processus d’exocytose des neurotransmetteurs.

Les vésicules synaptiques de la terminaison nerveuse sont entreposées dans au

moins deux pools bien distincts. Une partie des vésicules sont ancrées, tel que

mentionné précédemment, à la zone active Formant ainsi un peloton de tête prêt pour la

fusion à la membrane pré-synaptique (Betz et Angleson 199$; Wu et Betz 199$).

L’autre partie est liée, non loin de la zone active, à un réseau de filaments

cytosquelettiques par le biais d’une famille de protéines appelées synapsines (Wu et
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Betz 1998). Ces protéines servent de substrats aux kinases cAMP-dependant et

Ca2/calmoduline dépendantes. Lorsque la synapsine n’est pas phosphorylée, celle-ci

immobilise les vésicules synaptiqctes en les liant aux structures cytosquelettiques. Lors

de la dépolarisation de la teiiiiinaison nerveuse et de l’entrée des ions calciques, la

synapsine est phosphorylée par la protéine kinase Ca27calmoduline-dépendante

(Kandel et al. 2000; Fon et EcÏwards 2001). Ceci libère donc les vésicules synaptiques

leur petiliettant de se diriger vers le site de sécrétion. Une fois libérées ces dernières

sont acheminées vers la zone active. Cette mobilisation vers les sites d’exocytose

semble être assurée par les protéines de la famille rab (Fon et Edwards 2001). Rab3a et

rab3c sont les isoformes prédominant à la terminaison nerveuse pré-synaptique. On

retrouve ces protéines sous cieux états : soltibles dans le cytoplasme ou liées à la

membrane vésiculaire. Lorsque rah3a est lié à une molécule de GTP, on le retrouve

associé à une vésicule synaptique. Il semblerait que lorsque la molécule de GTP est

hydrolysée en GDP, la vésicule synaptique devient ancrée de façon irréversible à la

membrane pré-synaptique (Fon et Edwards 2001). Lot-sque la vésicule se fusionne à la

membrane, le complexe rab3a-GDP est libéré de la vésicule synaptiq Lie.

L’étape qui suit, dans la sécrétion des neurotransmetteurs, est la fusion des

vésicules synaptiques à la membrane plasmique (Figure 2). Depuis déjà qtielqttes

années, on a identifié des protéines associées aux synapses qui forment ensemble un

complexe stable appelé SNARE (récepteur-SNAP). Ce complexe est composé du

SNARE, qui lui est associé aux vésicules (v-SNARE), à la synaptobrevine (VAMP), et

à deux SNARE cibles ou de la membrane plasmique (t-SNARE) SNAP-25 et

syntaxine (Kandel et al. 2000). Les protéines y- et t-SNARE forment, ensemble, un
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complexe très stable qui se dissocie difficilement. Le rôle précis du complexe SNARE

ainsi que le mécanisme par lequel la fusion de la vésicule synaptique à la membrane

pré-synaptique est entreprise ne sont pas encore élucidés. Le tableau 1 présente un

résumé des protéines impliquées dans la fusion des vésicules synaptiques.

11 a été démontré que l’ATPase, le “N-ethylmaleimide-sensitive factor” (NSf) et

la protéine associé à NSF Œ-SNAP (aucun lien avec SNAP-25) interagissent avec le

complexe SNARE. En effet, le NSF et OE-SNAP semblent impliqués dans le recyclage

des vésicules synaptiques et ce, à une étape post-ancrage des vésicules. NSF et -

SNAP accompliraient cette tâche en désassemblant 0L du moins en réorganisant le

complexe v-et t-SNARE, maintenant ainsi le pool de i-éserve de vésicules synaptiques

(Tolar et Pallanck 199$).

Les vésicules synaptiques peuvent être recyclées de plusieurs façons. Au lieu

d’une fusion complète avec la membrane pré-synaptique, la vésicule synaptique peut

former un poie transitoire avec la membrane plasmique afin de libérer l’ACb, par

diffusion, dans le milieu extracellulaire. Ce mécanisme est connu sous le nom de “Kiss—

and-run exocytosis”. Cependant, ce mécanisme n’a pas encore été démontré de façon

directe sur les vésicules synaptiques (Fon et Edwards 200 t).

Après la libération d’ACh, les vésicules synaptiques vides fusionnées à la

membrane pré-synaptique sont récupérées par endocytose. Ce processus est initié par la

couche de clathrine qui se forme sur les vésicules sujettes à l’endocytose ainsi que par

sa protéine adaptrice AP-2 (Fon et Edwards 2001).
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Tableau 1. Protéines impliquées dans la fusion des vésicules synaptiques

Protéines Fonctions

Ancrage Synapsine Phosphoprotéine qui lïe les vésicules synaptiques au

cytosquelette

Fusion Synaptobrevine v-SNARE

SNAP-25 t-SNARE

Syntaxine t-SNARE

NSF ATPase, dissocie le complexe SNARE

cx-SNÀP Se lie à la protéine \SF

Trafique Rab3a GTPase. régule l’ancrage de la vésicule synaptique

Canaux calciques Se lient à SNAP-25 et syntaxin

Synaptotagmine Senseur d’ions Ca2

Endocytose Clathrine Couvre et provoque l’invagination des portions de la

membrane pré—synaptic potir la formation de vésicules

synaptiques

AP-2 Recrute le clarthin poui• l’endocytose

Structures post—synapflques et l’eFfet des neurotransmetteurs

La partie du sarcolemme Faisant face à la terminaison nerveuse s’invagine pour

former la gouttière synaptique communément appelée plaque motrice (Kille 1 992;

Kandel et al. 2000). Celle-ci possède de très nombreux replis, ce qui augmente la

superficie de cette plaque motrice. Ces replis font directement face à ta zone active de

manière à maximiser la transmission neuromusculaire. On retrouve différents types de

canaux ioniques et ce, à des endroits différents de ces plis jonctionnels. Les récepteurs
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d’ACh (ACbR) sont concentrés (le façon signiflcative aux crêtes ainsi que le long des

côtés supérieurs des replis tandis que les canaux sodiques voltage-dépendants (VGNC)

et les « neural adhesion molecule » (N-CAM) sont concentrés dans le creux des replis

(Sanes et Licbtman 1 999). Cet arrangement morphologique de la plaque motrice

augmente l’e[flcacité de la transmission synaptique (Wood et Slater 1997).

Les molécules d’ACh libérées dans la fente synaptique diffusent rapidement vers

la plaque motrice où elles se lient à l’AChR. Ces récepteurs d’ACh ne sont nul autres

que des canaux ioniques activés par l’ACh (Kandel et al. 2000). Au contact avec

l’ACh, ces canaux s’ouvrent laissant ainsi passer un net flux d’ions positifs à l’intérieur

de la cellule. Ce courant cause la dépolarisation de la plaque motrice générant ainsi le

potentiel de la plaque motrice. Si cette dépolarisation est adéquate, i.e. ftanchit le seuil

d’activation, les VGNC qui se trouvent dans le creux des replis de la plaque sont activés

provoquant ainsi l’entrée d’ions sodiques (Naj à l’intérieur de la cellule. Cette

dépolarisation progressive rie la membrane cellulaire entraîne donc l’ouverture d’un

plus grand nombre de VGNC générant en conséquence tin potentiel d’action qui est

acheminé le long de la fibre et initie sa contraction.

Fente synaptique et la terminaison de la transmission synaptique

La cellule nerveuse n’est pas en contact direct avec la fibre musculaire à la

jonction neuromusculaire. En effet, ces deux cellules sont séparées par un espace

appelé fente synaptique qui est large de 50-100 nm. On retrotive à l’intérieur de cette

fente ainsi qu’autour de chaque cellule nerveuse et fibre musculaire, une couche de

matrice extracellulaire, le « basal lamina » (Figure I ) (Sanes et Lichtman 1999). La
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partie synaptique de ce «basal lamina » renferme des protéines et glycoprotéines

spécifiques aux synapses qu’on ne peut retracer dans les régions non-synaptiques.

Parmi ces protéines mentionnons l’acétyÏcholinestérase (AChE), la laminine 2,

I ‘agtine et l’ARIA (Sanes et Lichtman 1999). Parmi ces molécules, la plus importante

dans la transmission synaptique est l’AChE. En efFet, celui—ci est un enzyme qui

finalise rapidement l’action de l’ACh. L’AChE hydrolyse Ï’ACh en choline et en acide

acétique, limitant ainsi son action dans le plan spatio—temporel (Hille 1992; Kandel et

al. 2000).

1.2 Le concept de « coefficient de sûreté»

La fiabilité de la transmission synaptique à la jonction neui-omusculaire repose

sur le fait que la quantité de neurotransmetteur sécrété par la te]minaison nerveuse

dépasse largement la qctantité nécessaire pour générer un potentiel d’action au niveau de

la fibre musculaire. Cet excès est décrit dans la littérattire sous le nom de « Safety

Factor» ou le coefficient de sûreté (Wood et Slater 2001). Initialement, ce concept a

été développé dans un contexte où on essayait de comprendre l’initiation ainsi que la

propagation des potentiels d’actions dans les axones myélinisées. Ce concept a évolué

potir décrire à présent l’interaction qui existe au niveau de la transmission synaptique

entre deux ccl lules, en occurrence, à la j onction neurom uscul aire.
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Définition de coefficient de sûreté

La définition de coefficient de sûreté a été façonnée par les différents types

d’expériences menées par les investigateurs. Ainsi, d’après cei-taines études antérieures

ayant utilisé une approche pharmacologique (Chang et al. 1975: Wood et Slater 2001),

le coefficient de sûreté est défini comme étant la fraction de AChR qu’on peut bloquer

sans compromettre la génération d’un potentiel d’action. Cependant, d’api-ès la

majorité des études qui ont utilisé l’électrophysiologie, le coefficient de sûreté est le

ratio entre l’effet des neurotransmetteurs secrétés, à la suite d’une impulsion nerveuse,

sur l’élément post-synaptique ainsi que l’effet nécessaire pour déclencher un potentiel

d’action à la fibre musculaire. En présence d’une activité normale de la transmission

neuromusculaire le potentiel de la plaque motrice (EPP), qui est une indication indirecte

de la quantité de neurotransmetteurs secrétés à la jonction, démontre une grande

variabilité. Il est donc logique d’exprimer le coefficient de sûreté en fonction de la

quantité de neurotransmetteurs secrétés et de la quantité nécessaire pour provoquer un

potentiel d’action à la fibre musculaire. La littérature définit donc le coefficient de

sûreté comme étant le rapport entre la quantité d’ACh secrétée et la quantité nécessaire

pour générer un potentiel d’action (Wood et Slater 1997; Wood et Slater 2001).

Différentes techniques utilisées pour estimer le coefficient de sûreté

Pour estimer de façon précise le coefficient de sûreté, il est nécessaire de

connaître la quantité d’ACh secrétée pat- impulsion nerveuse ou le contenu quantique

(QC) ainsi que la quantité nécessaire pour initier un potentiel d’action. Or, il est

techniquement très difficile de mesurer de manière directe la quantité de
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neurotransmetteurs secrétée à la terminaison du nerf moteur. Ceci a amené les

chercheurs estimer la quantité de transmetteurs libérée en mesurant, par le biais

d’enregistrements él ectrophysiologiques, les effets des molécules d’ ACh sur l’élément

post-synaptique. Cependant, pour mesurer de manière précise l’effet des

neurotransmetteurs sur l’élément post—syn aptique, il faut aboli r le potentiel d’action de

la fibre musculaire .L’ abolition du potentiel d’action musculaire représente donc un

défi majeur dans la détermination du coefficient de sûreté. En effet, cette difficulté

repose sur le fait que le potentiel d’action à la fibre musculaire voile le potentiel de la

plaque motrice, qui est le résultat de l’action des transmetteurs, mais entraîne aussi une

perturbation mécanique provenant de la contraction de la fibre. Pour contourner cet

obstacle, les chercheurs ont développé deux approches différentes pour abolir la

contraction musculaire t en agissant sur l’élément pré—synaptique ou en intervenant sur

l’élément post-synaptique (Wood et Slater 2001). Une discussion brève des avantages

et des limites de ces deux approches est présentée à la section suivante.

Intervention pré—synaptique

J usq u ‘à récemment, les études électrophysi ologiq ues étaient effectuées en

préparation in—vitro, au cours de laquelle les muscles ainsi que les nerfs qui les

innervent sont minutieusement disséqués et mis en immersion dans un fluide qui

possède les mêmes caractéristiques physiologiques que leur environnement naturel. En

manipulant les concentrations d’ ions clés (Ca2 et Mg2j pour la libération des

transmetteurs de ce fluide, on peut influencer la quantité de neurotransmetteurs libérés.

Ainsi, eti diminuant le ratio de Ca sur Mg , on limite la quantité de transmetteurs
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secrétés à un niveau sous—seuil supprimant de ta sot-te la génération de potentiel d’action

au niveau de la fibre musculaire. Le désavantage majeur de cette approche est qu’elle

ne permet pas de mesurer l’activité pré-synaptique en sa totalité (Wood et Slater 2001).

intervention post—synaptique

Une approche alternative pour supprimer la contraction musculaire est la

manipulation des éléments post-synaptiques. La d-turbocurrarine affecte la

transmission neuromusculaire en bloquant les AChR (Meir et al. 1999). Pour éliminer

toute contraction musculaire, il faut bloquer 80% des AChR, rendant de ce fait possible

l’enregistrement d’EPP. Cependant, l’utilisation de cette méthode entraîne deux

difficultés majeures dans l’interprétation des données. Premièrement, la d—

turbocurrarine occasionne une diminution considérable de l’amplitude du EPP et une

réduction des potentiels miniatures de la plaque motrice (MEPP) à un niveau non

mesurable, empêchant donc une estimation précise de la quantité de quanta libérée par

la terminaison nerveuse. Deuxièmement, cette toxine peut réduire la quantité de

neurotransmetteurs secrétés en interagissant avec des auto-récepteurs nicotiniques se

trouvant à la membrane pré—synaptique (Wood et Slater 2001).

Une autre méthode utilisée dans plusieurs études est l’endommagement de la

fibre musculaire par une coupure à un endroit quelque peu éloigné de la jonction

neuromusculaire. Ceci a pour but de diminuer le potentiel membranaire de repos à

environ —40 mV (Wood et Slater 2001). Par conséquent, les VGNC sont inactivés,

supprimant toute génération de potentiel d’action. Cette méthode comporte aussi

plusieurs désavantages. La réduction du potentiel membranaire de repos ainsi que de la
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résistance électrique de la fibre musculaire affectent les EPPs et les MEPPs, les rendant

di ffici les pour un enregistrement électrophysio logiqtte. De p lus, un dommage important

de la fibre a pour conséquence une fuite d’ions potassiques dans le milieu extra

cellulaire. Ceci peut entraîner la dépolarisation des portions intramusculaires des fibres

nerveuses, empêchant ainsi le potentiel d’action d’atteindre la tenninaison pré—

synaptique et compromettant une transmission synaptique normale.

Récemment, la découverte de la conotoxine a permis une étude approfondie de

la transmission synaptique à la jonction neuromusculaire. La t—conotoxine GIIIB,

isolée à partn du venin de l’escargot Conus geographus, bloque de manière sélective les

canaux sodiques musculaires sans affecter les canaux sodiqctes du nerf moteur, freinant

ainsi la génération de potentiel d’action musculaire (Cruz et al. 1985; Li et al. 2000).

Cette action discriminatoire de la conotoxine vis-à-vis des canaux musculaires permet

donc l’enregistrement d’EPPs en leur intégralité. À une concentration élevée, il a été

démontré que la conotoxine affecte le nerf moteur. Cependant, à faible concentration,

l’usage de q—conotoxine pour bloquer le potentiel d’action musculaire demeure la

meilleure façon d’étudier l’EPP en son intégralité à la plaque motrice (Wood et Slater

2001).
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Facteurs influençant le coefficient de sûreté

Le coefficient de sûreté pour la transmission synaptique est modulé par plusieurs

facteurs qui caractérisent les sttuctures PI-é- et post-synaptiques. Ces facteurs

modulateurs peuvent être d’ordre structurel, donc relativement stables dans le tenlps, ou

être des facteurs dynamiques re O étant des changements physiologiques rap ides.

Facteurs pré-synaptiques

La quantité de neurotransmetteurs libérés est directement liée aux dimensions de

la terminaison nerveuse du nerf moteur (Wood et Slater 2001). De manière générale,

plus la terminaison du nerf moteur est large, plus la quantité d’ACh secrétée sel-a

importante et inversement, plus la terminaison est petite, moins grande sel-a la quantité

de neurotransmetteurs libérée. Cette relation structurelle sous—entend que le nombre de

quanta libéré par unité de surface de la membrane pré-synaptique est relativement

constant et se situe entre 0.1 5 et 0.30 quanta / ui2. Ces valeurs ont été observées à la

Jonction neuromusculaire de différentes espèces telles que la grenouille, la poule, la

souris, le rat et l’humain (Wood et Slater 2001). Il semble que les quanta libérés

dépendent de la densité des zones actives, et par conséquent, de la concentration de

VGCC. Chez les vertébrés, la densité de la zone active est approximativement de 2.5

zones actives par qm2 (Wood et Slater 2001). Lorsque l’on considère ces différentes

valeui-s, elles semblent indiquer que pour un stimulus isolé, que seulement I O% des

zones actives libèrent les vésicules synaptiques qui se regroupent autour d’elles. Ceci

suppose évidemment la possibilité d’augmenter de manière significative la quantité de

quanta libérée par unité de surface.
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Un autre fficteur pré-synaptique qui influence le quanta est le patron d’activité de

la jonction. Ainsi, des études du contenu quantique durant des trains de stimulations

continus (100 Hz) in vitro, ont mis en évidence deux comportements distincts des EPP

(Wood et Siater 2001). Ainsi, lorsque stimulé à 100 Hz, on observe une augmentation

initiale (tbcilitation) de la quantité de transmetteurs libérés suivie par une diminution

(dépression) de cette dernière. Cette facilitation semble être le résultat d’une

accumulation de Ca2 à l’intérieur de la terminaison nerveuse.

À l’opposé de cette potentiation, la dépression de la quantité de

neurotransmetteurs libérés semble être le résultat d’une diminution du nombre de

vésicules synaptiques ancrées à la zone active. Selon le modèle proposé par Wu et

Betz (1998), les vésicules synaptiques résident dans trois pools bien distincts; un

premier pool, prompt à être libéré, est ancré à la zone active, un deuxième pooi,

communément appelé pool de réserve, est situé à l’écart de la zone active et est lié au

cytosquelette par le biais de la protéine synapsine (Hilfiker et al. 1999) et le troisième

pool, constitué de vésicules synaptiques fusionnées à la membrane pré-synaptique, est

directement exposé au milieu extra-cellulaire. Lorsque la jonction est activée, la

dépression quasi-instantanée qui en résulte serait causée par la diminution du nombre de

vésicules ancrées limitant ainsi la quantité de neurotransmetteurs sécrétés. Cependant,

cette dépression abrupte est ralentie par la mobilisation de vésicule du pool de réserve

vers les sites de sécrétion, en l’occurrence la zone active.

De plus en plus d’études semblent suggérer la sensibilité de la libération

synaptique à différents fhcteurs physiologiques, modulant ainsi à la minute et même à la

seconde près le contenu quantique. Ces facteurs physiologiques modulent la sécrétion
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synaptique en activant une variété de récepteurs tels que les récepteurs cholinergiques,

purinergiques et adrénergiques se trouvant à la membi-ane pré—synaptique ou dans les

cellules de schwann de la jonction neuromusculaire (Wood et Slater 2001).

Facteurs post-synaptiques

L’effet des transmetteurs sur la composante post-synaptique de la jonction est

modulé par l’AChE, la densité et la distribution de AChR, la concentration de VGSC et

le diamètre de la fibre musculaire innervée. Lorsque les vésicules sont libéiées de la

terminaison nerveuse, elles doivent traverser le « basal lamina », une matrice extra

cellulaire renfermant l’AChE, avant de se lier aux AChR. Grâce à la vitesse de cette

réaction, la majorité des molécules d’ACh réussissent à s’attacher aux récepteurs sans

être hydrolysée par l’AChE. Cependant, une fois dissociées des récepteurs, ces

molécules sont rapidement désactivées par l’AChE freinant ainsi leurs actions. Ce

processus prévient la molécule d’ACh de se lier à tin deuxième AChR se trouvant dans

le voisinage. Par conséquent, l’AChE a pour fonction de limiter l’effet spatio-temporel

de chaque quanta, permettant une activation à haute fréquence du muscle.

La densité ainsi que la distribution de AChR influence l’efFet des

neurotransmetteurs sur la composante post—synaptique de la jonction. La concentration

de AChR présente dans la portion de la membrane post-synaptique, à l’opposé du site

d’exocytose de la terminaison pré-synaptique, est d’environ 10 000 par im2 (Wood et

Slater 2001). Les molécules d’ACh fonuant le quanta parcourent à peine 0.3 — 0.5 qm

avant de se lier aux AChR. Cette proximité entre le site de libération et les récepteurs

ainsi que la rapidité de la liaison saturent les AChR de la membrane post-synaptique.
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La densité d’AChR est, de manière générale, supposée être similaire à toutes les

jonctions neuromusculaires. Il faut toutefois souligner l’absence d’études démontrant

de manière explicite cette ciniforniité. La densité et la distribution d’AChR peuvent être

modifiées à la suite de situations pathologiques.

La membrane post—svnaptique comporte également une foi-te concentration de

VGSC. Ces derniers sont localisés dans les creux des replis de la membrane, dans une

proportion de 10 poul- 1, comparés à leur localisation dans la membrane à l’écart de la

jonction. Cette concentration spatiale de VGSC adjacente à des canaux ioniques activés

par l’ACh diminue de façon significative le seuil requis pour générer un potentiel

d’action. En conséquence, l’ouverture des VGSC à la suite de la dépolarisation de la

plaque motrice amplifie l’effet des neurotransm etteurs provoquant I ‘augmentation du

coefficient de sûreté et assurant ainsi une transmission efficace (Wood et Slater 1 997).

Le diamètre de la fibre musculaire varie selon son usage. Cette variation affecte

l’effet des neurotransmetteurs sur la composante post-synaptique de la jonction. En

effet, la dépolarisation causée par l’influx de courant dans la fibre musculaire est

proportionnelle à la résistance d’entrée de la cellule qui est inversement reliée au

diamètre de la fibre musculaire (Katz et Tbesleff 1957). La conséquence de cette

relation structurelle est le fait que les fibres musculaires petites. comparées aux fibres

larges, reqciièrent moins de quanta pour franchir le seuil d’activation.
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Jonction neuromusculaire et types de fibres

Plusieurs études ont démontré la présence d’une variabilité morphologique de la

jonction neuromusculaire entre les di Fférents types de fibres. Padykula et Gauthier

(1970) ont été parmi les premiers à douter de l’uniformité de cette jonction. Ces deux

chercheurs ont étudié certaines caractéristiques de la jonction telles que la foi-nie et

l’aire de la terminaison axonate, la distribcttion et l’espacement des replis de la plaqcte

motrice, le nombre de vésicules synaptiques et ce, au niveau des différents types de

fibres. Ils ont constaté que la jonction neuromusculaire de chaque type de fibre avait

des caractéristiques uniques. Ils ont rapporté les points suivants t I) les syiiapses au

niveau des fibres rouges (majoritairement des fibres de type I) étai ent elliptiques et plus

petites que celles des fibres blanches (majoritairement des fibres de type lix), 2) les

replis de la plaque motrice des fibres rouges étaient plus courts et moins nombreux que

ceux des fibres blanches, 3) l’axolemme des fibt-es blanches reFermait beauicoup plus de

vésicules s\iiaptiques que celui des fibres rouges (Padykula et Gauthier 1 970).

Ogata et Yamaska (1985), en utilisant un microscope à balayage électronique,

ont rapporté des variations dans la jonction en [‘onction des types de fibres. Leurs

résultats ont démontré que la gouttière synaptique des fibres lentes est plcis petite et plus

ovale que celle des fibres rapides. Ils ont aussi démontré qcie la plaque motrice des

fibres rapides possédait un plus grand nombre de replis comparée à celle des fibres

lentes. Il est évident que ces résultats confirment ceux rapportés par Padykula et

Gautthier (1970).

Cependant, l’étude d’Oki et al (1990) concernant la plaque motrice des fibres

rapides, comme celles dii long extenseur des doigts (EDL), et des fibres lentes comme
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celles du soléaire (SOL) a fourni des résultats qui entrent en conflit avec ceux i-apportés

par Ogata et Yamaska (1985). Oki et al. (1990) ont trouvé que la largeur de la jonction

neuromusculaire des fibres i-apides était similaire à celle des fibres lentes. Selon

Deschenes et al. (1994), cette inconsistance est due au fait qcte l’étude d’Ogata et

Yamaski (1985) a comparé les jonctions des fibres de différentes grosseurs. Or, Oki et

al. (1 990) ont comparé les jonctions des fibres lentes et rapides de diamètres plus ou

moins similaires. Après avoir normalisé la grosseur des fibres, ces derniers ont quand

même rapporté que la plaque motrice de l’EDL avait beaucoup plus de replis.

Des études plus récentes ont été menées pal- Prakash et al (1 996) sur les

différents types de fibres présentes au niveau diaphragme chez le rat. Ils ont utilisé une

combinaison de techniques de coloration par immun000rescence et de microscopie

confocale pour visualiser la structure tridimensionnelle des jonctions neuromusculaires

dans différents types de fibres. Une première constatation a été que les éléments post

synaptiques de la jonction devenaient de plus en plus complexes en allant des fibres de

type I (qui exhibent les structures les plus simples) aux fibres de types Il (qui exhibent

les structures les plus élaborées) (Prakash et al. 1996). Ils ont trouvé que l’aire

bidimensionnelle des fibres allait en augmentant des fibres lentes (qui possédaient la

superficie la plus petite) aux fibres rapides (qui avaient la superficie la plus grande).

Cependant, l’aire tridimensionnelle était plus grande dans les fibres lentes qcie rapides.

Ces variations clans la superficie bidimensionnelle et tridimensionnelle démontrent la

profondeur plus prononcée des gouttières synaptiques des fibres de types 1. Ces

chercheurs ont également démontré que le niveau de chevauchement entre les éléments

pré- et post-synaptiques était plus important au niveau des fibres lentes.



Mais existe—t—il une relation entre la jonction neuromusculaire et la grosseur de

la fibre? Selon Seick et Prakash (1997), la différence de grosseur qui existe entre les

différents types de fibres musculaires peut être en partie la cause des différences de

grosseur qui existent entre les jonctions neuromusculaires. Pour démontrer ceci, ces

chercheurs ont effectué une analyse des interrelations spatiales qui existent entre les

structures des jonctions, la dimension des fibres et le type de fibre du diaphragme chez

le rat. Les résultats ont montré que les fibres lentes avaient les synapses les plus petites

(Sieck et Prakash 1997). Cependant. lorsqu’ils ont normalisé les données de superficies

bi— et tridimensionnelles en fonction du diamètre de la fibre, ils ont constaté que

l’étendue de la terminaison nerveuse des fibres lentes était plus grande que ceHe des

fibres rapides. Ces analyses plus approfondies n’ont pu établir de manière évidente les

différences morphologiques qui existent entre les différents types de fibres. Ces

dciii i ers demeurent suj ets à discussion.

Au point de vue physiologique, on peut observer sans équivoque une différence

entre les detix types de fibres. Cette différence peut facilement être mise en évidence en

déterminant la concentration de vésicules synaptiques qcn existe dans les terminaisons

nerveuses (Padykula et Gauthier 1970). En effet, la quantité d’ACh sécrétée par

impulsion est le principal modulateur dans la transmission du potentiel d’action entre la

cellule nerveuse et la fibre musculaire. On peut apprécier ces variations en observant

les caractéristiques de l’EPP (Reid et al. 1999). La quantité d’ACh sécrétée dans la

fente synaptique dépend de plusieurs facteurs dont la concentration de vésicules

synaptiques à la terminaison nerveuse (Wood et Slater 1997). Plusieurs études ont

confirmé les observations rapportées par Padykula et Gauthier (1970) voulant que la



23

terminaison des fibres rapides aient une plus grande agglomération de vésicules

synaptiques (Reid et al. 1999). Ceci a évidemment pour conséquence un plcts grand QC

dans les fibres rapides en comparaison aux fibres lentes. Gertler et Robbins (1978) ont

comparé la physiologie de la transmission neuromusculaire des fibres musculaires

majoritairement lentes (SOL) et des fibres majoritairement rapides (EDL) chez le rat.

Leur étude a aboutit à deux constatations majeures. Premièrement, le QC initial (dès

la première stimulation) et les suivants étaient plus importants dans les jonctions des

fibres rapides que lentes et ce, à différentes fréquences (5, 10, 20 et 40 Hz) de

stimulation. Deuxièmement, durant les stimulations, le QC des fibres EDL diminuait

avec une pente beaucoup plus prononcée, tandis que les fibres SOL ont maintenu un

QC qui diminuait moins rapidement.

Reid et al. (1999) ont étudié la dynamique des vésicules synaptiques entre les

fibres lentes et rapides. Ces derniers ont observé les mêmes résultats que Gertler et

Robbins (1978) soit une plus grande amplitude de 1’ EPP, mais aussi une diminution

plus prononcée de celui-ci lors de stimulations continues au niveau des fibres rapides.

De plus, les terminaisons des fibres lentes ont démontré une amplitude plus basse (un

Q C moins élevé) et une diminution moins prononcée de l’amplitude de I’ EPP durant les

stimulations continues. Étant donné que l’amplitude des MEPP est restée constante, la

diminution de l’amplitude du EPP peut être expliquée par une diminution du nombre de

vésicules synaptiques libérées par impulsion nerveuse. Reid et al. (1999) ont

mentionné que le pool de vésicules présent dans les terniinaisons des fibres rapides

n’est que 70% dLl pool de vésicules des fibres lentes. En plus du nombre important de

vésicules libérées, le nombre peu élevé de vésicules qui composent le pool justifient
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cette diminution rapide. Il faut souligner qu’une fraction importante de ce pool est

disponible pour une libération immédiate lots de stimulations de hautes f’réquences et de

courtes durées. Par contre, la diminution moins prononcée du EPP démontre la facilité

de la jonction de la fibre lente à garder un nombre plus ou moins constant de vésicules

libérées par impulsion. Selon Reid et al. (1999), il semble que ces deux types de

terminaisons nerveuses sont adaptées en ronction de leurs demandes fonctionnelles.

Ainsi, les synapses des fibres rapides sont mieux conçues pour une libération phasique

tandis que celles des fibres lentes sont accommodées pour une activité tonique.
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2. RÔLE DE l’EXERCICE DANS LA MODULATION DE LA JONCTION

NEUROMUSCUIA1RE

2.1 Effet de l’exercice sur les paramètres morphologiques de la jonction

neuromusculaire

Chez les mammifères, la jonction neuromusculaire est une structure qui est

soumise, de façon perpétuelle. à un réarrangement morphologique et physiologique.

Ces changements sont causés pal- plusieurs facteurs dont le vieillissement (Rosenheimer

1985; Andonian et Fahim 1988), la dénervation (Sieck et Prakash 1997), le stress

(Rosenheimer 1985), l’inactivité (Wemig et al. 1984) et l’exetcice (Deschenes et al.

1993). Selon Roeleveled et Sandberg (199$), ces modifications synaptiques sont

caractérisées par une excroissance, un bourgeonnement, une rétraction et une

dégénération des terminaisons nerveuses. De plus, ces changements sont plus

fréquents au niveau des jonctions neuromusculaires âgées (Roeleveld et al. 199$).

En effet, Prakash et Seick (199$) ont étudié l’effet de l’âge sur la jonction des

différents types de fibres du diaphragme. En général, ils ont i-apporté que les synapses

compactes des fibres lentes ont exhibé des changements minimaux tandis que les

synapses plcts complexes des fibres rapides ont montré des modifications plus

significatives. D’après les résultats qu’ils ont obtenus, le vieillissement est associé à

une augmentation de la superficie bi et tridimensionnelle de la plaque motrice des fibres

rapides. Ils proposent que cette modification de la plaque est la conséquence de son

arborisation et des changements de la gouttière synaptique.
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Ts dénervation et l’inactivité physique ont également été associés à une

diminution des capacités fonctionnelles de la jonction. Des études ont rapporté une

augmentation des AChRs distribués de façon aléatoire le long de la fibre musculaire

(Deschenes et al. 1994).

Par ailleurs, il a été démontré, dans plusieurs études, que l’activité physique

pouvait moduler la morphologie de la jonction neuromusculaire (Tableau 2).

Malheureusement, il y a encore à ce jour beaucoup de controverses dans les résultats

obtenus (Deschenes et al. 1994). Selon Panenic et Gardiner (1998), la raison majeure

de celte confusion quant aux résultats obtenus est le manque d’un consensus sur les

paramètres morphologiques à investiguer. L’utilisation de paramètres morphologiques

différents d’une étude à l’autre a pour effet de compliquer la compréhension, d’un point

de vue physiologique, et la signification de ces adaptations morphologiques. La

superficie de la terminaison nerveuse, le périmètre, la longueur ainsi que le nombre de

branches sont parmi les paramètres utilisés pour décrire les changements.

Dans leur étude, Andonian et Fahim (1928) ont constaté que l’entraînement en

endurance augmentait l’aire de la jonction neuromusculaire des muscles EDL et SOL.

La magnitude de cette adaptation a été plus importante dans les fibres du EDL.

suggérant une variabilité dans l’adaptation entre les deux types de fibres. Il apparaît

également, d’après l’étude de Rosenheimer (1985), que les modifications causées par

l’exercice en endurance ont pour conséquence d’opposer les diminutions des branches

ainsi que du bourgeonnement causé par le vieillissement D’ailleurs, Tomas et al.

(1989) ont observé que l’entraînement en endurance causait une augmentation de la

grosseur et de la complexité de la jonction chez le rat adulte, mais aussi que l’exercice



avait un effet contraire sut- les synapses de rat plus jeune (Tomas et al. 1989). Le

tableau qui suit présente un résumé des changements morphologiques de ]a jonction

neuromusculaire résultant de l’activité physique.

Tableau 2. Changements morphologiques de laj onction neuromusculaire résultant de

l’activité physiqtie

Références Stimulus E ffets

Andonian & Fahim (198$) Cocirse sur tapis roulant t de l’aire de la terminaison nerveuse, nombre

de branche

Banks et al. t 1991) Surcharge t de l’aire (le la composante post—synaptique de

compensatoire la plaque motrice

t du ratio entre la plaque motrice et la fibre

musculaire

Deschenes et al. (1993) Course sur tapis roulant t de l’aire et de la complexité synaptique de la

plaque motrice

Tomas et al. (1989) Course sur tapis roulant t de la longueur de la terminaison nerveuse et

du nombre de branche

Waerhaug et al. (1992) Course sur tapis roulant t de la longueur et de l’aire de la terminaison

nerveuse

Deschenes et al. (1993) ont démontré qcie l’intensité de l’exercice avait une

influence sur la morphologie. Ainsi, l’exercice à haute et à Faible intensité a eu pour

effet d’augmenter l’aire de la jonction neuromusculaire. Cependant. le groupe de rats

entraînés à une intensité élevée a démontré une adaptation pltis marquée. De pitis,

Deschenes et al. (1993) ont rapporté que l’hypertrophie de la jonction neuromusculaire
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était indépendante de l’hypertrophie des fibres musculaires. Us concluent en suggérant

que les mécanismes par lesquels l’exercice cause la croissance de la jonction sont

différents des mécanismes de croissance observés durant le développement du muscle.

De plus, une surcharge compensatoire du plantaire a résulté, dès la troisième semaine,

en une hypertrophie de 100 % des fibres musculaires et une augmentation de 25 % de

l’aire de la plaque motrice (Banks et al. 1991).

Les mécanismes responsables des changements morphologiques causés par

l’exercice n’ont pas encore été identifiés. Cependant, les travaux de Waerhaug et al

(1992) et Waerhaug et Lomo (1994), suggèrent que le nerf moteur joue un rôle

modulateur. En effet, dans leur étude publiée en 1992, Waerhaug et al. ont rapporté que

l’entraînement en endurance causait: 1) une augmentation de la superficie absolue de la

terminaison nerveuse dans le muscle soléaire; 2) une diminution du diamètre des fibres

musculaires EDL; 3) une diminution de la densité de la terminaison nerveuse EDL et

non de celle du SOL. TIs expliquent la diminution du diamètre de la fibre musculaire

sans affecter l’aire de la terminaison comme étant un effrt de l’entraînement. Ce

changement morphologique augmente évidemment le ratio entre l’aire de la tenninaison

et le diamètre de la fibre. Ceci est une adaptation due à une utilisation fréquente de la

jonction (Waerhaug et al. 1992). Us ont de plus mentionné des résultats obtenus

antérieurement qui démontrent une diminution de la densité de la terminaison nerveuse

avec stimulation chronique (10 Hz) des neit moteurs innervant les fibres EDL, pour

suggérer la transition de la jonction de rapide à lente. Ces résultats sous-entendent que

le modèle de la fréquence de décharges du motoneurone influence la morphologie de la

jonction neuromusculaire. Des travaux plus récents de Waerhaug et Lomo (1994) ont
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démontré la contribution du nerf moteur dans la détermination des caractéristiques de la

jonction. Lorsqu’ils ont innervé les fibres dénervées du soléaire avec un motoneurone

rapide—fihulaire (R—FIB) et un motoneurone lent—soléaire t L—SOL), les motoneurones

(R-FIB) et (L-SOL) out formé des jonctions différentes. En effet. les nerfs R-f1B ont

formé des jonctions plus larges, élaborées et plus denses tandis qcie les nerfs L-SOL ont

fonué des jonctions plus petites et moins complexes et ce, sur les mêmes fibres

musculaires du SOL (Waerhaug et Lomo 1994). Ceci souligne l’influence du type de

motoneurone sur la morphologie de la jonction. [1 faut souligner que le protocole de

stimulation (10 Hz) n’est cependant pas physiologiquement représentatif du niveau

d’activité des fibres rapides qui, à cette fréquence de décharge, ne sont pratiquement pas

recrutées (Gardiner 2000). [I faut donc approfondir les recherches pour élucider les

mécanismes gouvernant les adaptations morphologiques de la jonction la suite de

l’entraînement. 11 convient de souligner que, pour mieux comprendre les implications

physiologiqcies et fonctionnelles de la morphologie de la jonction, il faut créer un

consensus sur les paramètres à étudier. Il va de soit que des recherches approfondies

dans ce domaine s’imposent.

2.2 EITeÊ de l’exercice sur les paramètres physiologiques de la onction

neuromusculaire

Au point de vue physiologique, plusieurs études ont déniontré le pouvoir

modulateur de l’exercice (Tableau 3). Une revue exhaustive a été présentée par Panenic

et Gardiner (199$). Les paramètres physiologiques affectés par l’exercice sont: les

AChRs (Desaulniers et al. 199$), le QC (Dorlôchter et al. 1991), l’activité de la choline
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acétylnnsférase (CAT) et l’AChE (Cmckett et al. 1976; Jasmin et Gisiger 1990;

Gisiger et al. 1991; Jasmin et al. 1991).

Les AChRs sont des glycoprotéines trans-membranaires qui sont

majoritairement concentrées sur la membrane de la fibre musculaire de la jonction

neuromusculaire thisant directement fhce à la terminaison nerveuse (Kandel et al.,

1995). Ces récepteurs sont composés de cinq sous-unités chacun et forment ensemble

un canal (Kandel et al. 1995). La dénervation ainsi que l’activité physique sont des

facteurs qui influencent la distribution, la quantité et la demi-vie de ces récepteurs

(Deschenes et al. 1994). Ces demiers auteurs ont rapporté que la dénervation a pour

effet de transformer le AChR adulte, (caractérisé par une plus longue demi-vie, une

haute conductance et un temps d’ouverture du canal court) en AChR embryonnaire

(caractérisé par une courte demi-vie, une &ible conductance et un temps d’ouverture du

canal plus longue).

Récemment, Desaulniers et al. (1998) ont étudié l’effet de l’entraînement en

endurance sur ces récepteurs. ils ont rapporté que l’exercice provoquait une

augmentation d’AChR synaptique tant au niveau des fibres EDL que SOL Cette

augmentation ne résulte pas en une augmentation de la densité des récepteurs car tel

que mentionné plus haut on observe avec l’entraînement une variation de la superficie

de la jonction. Cette augmentation est peut-être modulée par des substances

neurotrophiques comme les peptides reliés aux gênes de la calcitonine, impliquée dans

la synthèse d’AChR (Desaulniers et al. 1998). D’ailleurs, Deschenes et al. (1994)

soulignent l’importance des ions Ca2 extra-cellulaires dans la stabilisation de ces
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récepteurs. Panenic et al (1998) ont rapporté que ces résultats vont à l’encontre des

évidences pharmacologiques.

L’AChE joue un rôle important dans la régulation de l’ACh. L’AChE, qui est

localisé dans la fente synaptique, est un enzyme qui termine l’action de l’ACh sur les

AChRs en hydrolysant l’ACh (Kandel et al. 2000). AChE existe sous plusieurs Lbrmes

moléculaires qui possèdent les mêmes activités catalytiques (Legay 2000). On les

classe, de façon générale, en deux groupes: globulaires (formés des monomères ai,

dimère 02 ou tétramère 04 sous unité catalytique) et asymétriques (qui comprennent un

(kg), deux (Ag) ou trois (A12) tétramères catalytiques attachés à une structure de

collagène (Femandez et Donoso 1988)). Les différentes formes d’AChE sont

synthétisées et sécrétées par des neurones, des cellules musculaires et les cellules de

Schwann (Legay 2000). L’activité enzymatique, le modèle ainsi que la distribution

d’AChE le long de la fente dépendent du type de fibre musculaire. En terme de formes

moléculaires d’AChE, la forme A8 est généralement plus concentrée dans les fibres

lentes, comparée à la Conne Al 2. A8 est pratiquement absente des fibres rapides

(Legay 2000). De plus, les muscles rapides sont pourvus d’une grande quantité de 04

(Gisiger et Stephens 1982; Legay 2000). Legay (2000) rapporte que l’expression de

l’AChE est régulée conjointement par le nerf et le type de fibre musculaire. D’après ce

même chercheur, le nerf semble exercer un contrôle plus déterminant sur l’activité

enzymatique et les formes moléculaires.

AChE démontre une capacité adaptative face à l’activité physique. Ceci a été

démontré par plusieurs études dont Femandez et Donso (1988), Gisiger et al. (1991),

Jasmin et al. (1991). Les fibres rapides répondent en apportant des variations au pool
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de G4, tandis que les fibres lentes ne démontrent presqu’aucun effet (Legay 2000). En

effet, Fernandez et Donso (1988) ont étudié l’effet de l’entraînement sur la variation des

formes d’AChE dans le muscle squelettique du rat. Ils ont uniquement observé une

auamentation de la forme G4 et cette augmentation a été observée au niveau des fibres

rapides. Ils n’ont noté aucune augmentation de G4 au niveau des fibres lentes.

L’absence de la forme G4 poulTait justifier l’absence de résultats ati niveau des fibres

lentes. De plus, Gisiger et al. 1991 ont rapporté que la variation de G4 dépendait du

type d’activité imposé aux fibres musculaires. Ils ont montré qu’une activité

prédominément dynamique, où on observe un raccourcissement plus ample du muscle

comme la natation, augmentait de façon significative la concentration de G4 comparé à

une activité tonique, comme la course, où ils ont observé une diminution de G4. Ces

changements n’ont été observés qu’au niveau des fibres rapides. Même si on ne connaît

pas encore le rôle fonctionnel de ces changements, la justification de Panenic et

Gardiner (199$) voulant que l’augmentation de G4 prévienne la désensibilisation, lors

des stimulations à haute fréquence des récepteurs, semble raisonnable, d’autant plus que

les synapses au niveau des fibres rapides ont un QC plus élevé.

Par ailleurs, l’activité physique affecte la libération de neurotransmetteurs dans

la fente synaptique. Dorlùchter et al. (1991) ont étudié l’effet de l’exercice sur la

transmission synaptique dans l’EDL. Ils ont observé que l’entraînement en endurance a

résulté en une augmentation de l’amplitude des EPPs des fibres rapides. lis ont de plus

observé qu’une stimulation chronique (10 Hz) a également entraîné une augmentation

du QC. Panenic et Gardiner (1998) déduisent, de l’augmentation du QC des fibres

rapides à la sctite d’un entraînement en endurance et de stimulations chroniques, que la
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libération de neurotransmetteurs dépend de la quantité et non du modèle d’activité

musculaire. Ils avancent aussi plusieurs hypothèses pour expliquer les mécanismes

responsables de cette augmentation. Une augmentation de la grosseur de la terminaison

nerveuse résultant de l’entraînement pourrait être responsable de l’augmentation du QC

car il a été montré par Kono et al. (1971) que l’exercice était responsable de

l’augmentation de zones actives. Un autre facteur proposé est l’augmentation de

l’influx de Ca2 dans la terminaison nerveuse car cet ion régule la libération de

vésicules synaptiques. De plus. une étude &ite par Kang et al. (1995) a démontré que

l’exercice augmentait la concentration de SNÂP-25, une protéine impliquée dans

l’interaction de la vésicule synaptique et la membrane synaptique de la tenninaison

nerveuse. Le tableau qui suit présente un résumé des changements physiologiques de la

jonction neuromusculaire résultant de l’activité physique.
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Tableau 3. Changements physiologiques résultant de 1’ activi té physiq tie

Références Stumulus Effets

Crockett et al. t 1976) Course sur lapis roulant t de l’activité d’AChE, pas de changement dans

l’activité de CAT

Desaulniers et al. (1998) Course sur tapis roulant t AChR

Desautniers et al. (2001) Course sur tapis rou]ant t QC. 1- de la dépression de l’EPP durant des

trains de stimulus continu

Dorlochter et al. (1991) Cotirse en cage t QC. de la dépression de l’EPP durant des

( heelcage) trains de stimulus continu

Fernandez & Donoso t 1 988) Course sur tapis roulant t de l’activité de G4, aucum changement dans

l’activité d’AChE

Gisiger et al. t 1991) atation t de l’activité de G4 (fibres rapides). de

l’activité de G4 (fibres lentes)

,]asmin & Gisiger (1990) Course sur tapis roulant ‘î’ ou l- de l’activité totale d’AChE et ce

dépendamment dti muscle de la cheville

.lasniin et al. (1991 ) Surcharge Aucun changement de l’activité totale d’AChE, t

compensatoire de l’activité Gi

La CAT est l’enzyme responsable de la synthèse de l’ACh (Kandel et aI, 2000).

Celui-ci est localisé dans la teniiinaison nerveuse. Il y a des évidences voulant que

l’exercice module son activité (Ct’ockett et aI, 1976), En effet, Crocett et al. (1976) ont

étudié les conséquences de l’entraînement en endurance sur l’activité de

l’acétyltt’ansférase. Ils ont observé que celle-ci augmentait mais, de façon non
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significative. De plus, les études menées à ce jour ne sont pas concluantes (Panenic and

(Jardiner 1998).

En conclusion, la jonction neuromusculaire est probablement la synapse la plus

étudiée du système nerveux. Malgré la similarité structurelle de base entre différents

types de fibres, celle-ci possède des caractéristiques propres au nerf ainsi qu’à la fibre

qui la compose. Ainsi, plusieurs études mentionnées auparavant ont démontré les

variances qui existent entre la jonction de la fibre lente et rapide. Parmi les variations

morphologiques rapportées. on retrouve généralement une différence au niveau de la

superficie, des branches collatérales ainsi que de la complexité de la jonction. II a

également été démontré des différences physiologiques entre les deux fibres. Ainsi les

deux types de fibres ont un QC différent De plus la jonction neuromusculaire

démontre une capacité adaptative tant au niveau morphologique que physiologique. Au

point de vue morphologique, la jonction neuromusculaire a démontré une augmentation

de sa superficie. On a aussi observé une augmentation du bourgeonnement de la

terminaison nerveuse. Au point de vue physiologique, on a observé une augmentation

du QC, de l’activité de l’AChE, de l’activité G4 et de la quantité d’AChR. Il faut

signaler que certaines de ces adaptations, comme l’activité de l’AChE et 04, ont été

observées de façon plus prononcée au niveau de la jonction des fibres rapides. U est

cependant clair que des études futures sont nécessaires pour une compréhension de la

signification fonctionnelle de ces changements morphologiques et physiologiques.

r-



CHAPITRE 2

ENHANCED NEUROMUSCUIZAR TRANSMISSION EFFICACY IN

OVERLOADED RAT PLANTARIS MUSCLE IN SITU
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ABSTRACT

Using in situ approach, we investigated neummuscular transmission (NMT) efficacy in

overloaded rat plantaris muscle. In the overload (Ovrld) group, following bilateral

tenotomy of plantaris synergists, rats were conflned to wheel-cages. Age-matched rats

in the control (Ctrl) group were restrained to plastic cages. Dudng the tenninal

experiment, muscle action potentials were blocked using frconotOxin and ffihl-sized

endplate potentials (EPPs) were recorded at 25, 50 and 75 Hz, to detennine their

amplitude rundown. Quantal content for die Ctrl and Ovrld groups were 37.0 and 74.3

respectively, P c 0.01. There was a significant group difference in EPP amplitude

rundown at ail frequencies examined, with increased nrndown occurdng in the Ovrld

group (P < 0.01). Cumulative quantai release was 139 and 153% higher in the Ovrld

group at 25 and 50 Hz, respectively (P < 0.05). Together, these data suggest the safety

factor for NMT is increased by neummuscular overload. Furthennore, these findings

support and suppiement previously reported activity-dependent impmvements in NMT

efflcacy that are pmbably mediated via pre-synaptic adaptations.

Key words: neummuscular transmission efflcacy, endplate potential; synaptic

transmission; overloaded plantads; neummuscularjunction
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INTRODUCTION

The vertebrate neurom uscular j unction (N1’vlJ) j s a hi ghiy adaptable structure

undergoing a li reiong remodeling process. it is continuously heing remodeted by

growth, aging, use, disuse, and pathologicai states (Wood and Siater 2001). This

p lasti city pi ays an important roi e in assuring adequate comm uni cation between the

nerve and the muscle fiber it is innervating. [n the past, several studies have reported

morpho]ogicaÏ and physiological differences between NMJs from fast- and slow-twitch

musc]es. NM]s innervating the soleus muscle have targer endplate area (Prakash et al.

1995; Sieck and Prakash 1997; Wood and Siater 1997) higher total vesicle pool size and

are better adapted to maintaining transmitter release during tonic activity (Reid et al.

1 999), whereas NJV1Js innervating the fast—twitch extensor digitorum longus (EDL)

muscle have higher quantal content (QC) (Gertier and Robbins 1978; Wood and Siater

1 997; Reid et aï. 1 999) and more pronounced rundown or decrease in endplate potential

(EPP) amplitude as a resuit ofrepeated stimuli (Reid et a]. 1999).

Recent studies have demonstrated the moduiatory capacity of physical activity

on physiological properties of the NM.I. Chronic exercise is known to increase the

nei-ve terminai dimensions (Andonian and Fahim 198$; Deschenes et al. 1994), improve

neuromuscular transmission efficacy (Dorlchter et al. 1991; Desaulniers et al. 2001),

and modify the axoplasmic delivery and concentrations of various proteins involved in

neuromuscular transmission, such as SNAP-25 (Kang et al. 1995; Panenic and Gardiner

1998), caïcitonin gene-related peptide (CGRP) (Gharakhanlou et al. 1999),

acetylcholine (ACh) receptors (Desaulniers et al. 1 998), and acetyïcholinesterase

(Gisiceret al. 1991).
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Most 0f’ the physiological adaptations of the NMJ have been demonstrated using

cl ectrical stimulation, in vitro, with considerable methodological Ï imitations (Wood and

Slater 2001). The various pharmacological manipulations cised to isolate the EPP affect

presynapti c function and th us, hi nder an unbiased study of neuromuscular transmission.

Using tI—conotoxin GIIIb, a potent mammalian muscle Na channel blocker (Cruz et al.

1985; Li et al. 2000), it bas been possible to record full-sized EPPs at the NMJ without

compromising the integrity of neuromuscular transmission (Hong and Chang 1 989).

Recently, using a novel in situ approach, Desaulniers et aI (2001) have been able to

bypass the previously mentioneci methodological limitations and have established the

modu I atory e ffect of chron ic endurance exerci se on neuromuscu lar transmission

efficacy ofthe rat soleus muscle. In that study, habituaI exercise increased QC by 31%

and maintained EPP amplitude during continuous stimulation. enhancing

neuromuscul ar transmission efflciency.

Using the same in situ approach, we have investigated the combined effect of

compensatory overload and chronic vol untary wheel cage activity on neurom uscu I ar

transmission efflcacy of the adult rat plantaris muscle. To our knowledge, this

represents the first in situ study of full—sized EPPs at mammalian fast—twitch motor

endplates, as well as the first description of neuromuscular transmission of rat plantaris

muscle. Presuming the electrophysiological properties and their adaptabiÏity depend on

the type of activity to which NM.Is are subjected, as demonstrated previousÏy in mouse

EDL (Dorlôchter et al. 1991) in vitro and rat soleus (Desaulniers et al. 2001) in sitit, two

muscles relatively homogenous in liber type. we hypothesized that NMJs of plantaris,
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containing a mixture of fiber types, would express adaptations in physiological

properties.

MATERIALS AND METHODS

The procedures used here have been described in detail in a previous article

(Desaulniers et al. 2001).

Animal rare. Female Sprague-Dawley rats obtained from Charles River (St.

Constant, Quebec) were housed in individual cages in a light- and temperature

controlled envimnment. They were given free access to ffiod and water. The

procedures in these experiments were appmved by the animal ethics committee of the

Université de Montréal and were in accordance with guidelines set by die Canadian

Council on Animal Care. In these expedments, ail efforts were made to minimize

animal suffering.

Surgiral procedures. On arrivai in our animal facilities, rats were randomly

selected to undergo a surgical procedure aimai at inducing compensatoiy hypeftrophy

ofthe plantaris muscle. The rats were anesthetized with ketamine-xylazine mixture (62

and 8 mg/kg ip, respectively) and were maintained anesthetized during the procedure.

A 3 cm skin incision ivas made along die dorsal plan of both hind-limbs. A bilateral

tenotomy was then performed by sectioning die distal tendon ofthe medial- and lateral

gastrocnemius muscle, both fiinctional synergists of the plantaris and soleus. The

sectioned muscles vere suturai back onto covering hamstring musculature to prevent

reattachment. Dudng die recovery period, rats were administered injections of

buprenorphin (0.05 mg/kg) every 12 hours during 48 hours following die surgeiy. Once
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rœovered from tenotomy, -7 days, rats were placed in voluntaiy wheel-cages for 13-16

weeks. Un-operated age-matched CtrI group rats were kept cage confined.

The day of the experiment, rats were anesthetized with ketamine-xylazine as

mentioned above and kept under deep anesthesia thmughout the expedment with

additional injections of 20.5 and 2.5 mg/kg of ketamin-xyiazine mixture, respectively,

every 45 minutes. The left hind-limb was dissected and the plantaris muscle and die

sciatic nerve were isolated for later electrophysiological expedmentation. This was

executed cautiously without damaging the blood supply feeding die muscle.

A catheter insefted into the left jugular vein was used 10 deliver IL-conotoxin

GIllb (Mmone, Israel) into the animal’s circulatory system. A fracheotomy was

performed and die animal was vendlated for the duration of the experiment (Harvard

miniature ventilator model 50-1700). Expired C02 and core tempenture were

monitored dudng the experiment and ranged from 2.5 to 4.5% and 35.5 b 37.7°C,

respectively. A heating pad was usai to maintain cote temperature. The spine was

clampai to prevent any random movement. The surrounding skin flaps from the

dissected Ieft hind-limb were used to fonn a pool-like structure, which was fihled with

heated light minerai ou kept al 35.5-37.7°C.

ElectropvsioIogical recordhigs. Using frconotoxin 10 block muscle Na

channels, we weœ able b record fuli-size EPPs. Muscle contraction was gradually

reduced foilowing an initial 500 M’ injection of 25 giglml frconotoxin in saline solution

and completely abolished 60-70 min mb die injection scheme (—100 Ø/l0 mm).

Muscle force was maintained al ils lowest level by injecting 100 M1 ofthe toxin solution

appmximately every 30 min.
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Intracellular muscle Liber resting membrane potential (LMP), miniature endplate

potentials (MEPPs) and EPPs were recorded using glass microelectrodes (<10 Mû)

filled with KCI solution (3.0 m). The microelectrode was inserted into the muscle Liber

using a micro-positioner. The proximity ofthe electrode to an endplate vas determined

by the presence of MEPPs. Once inserted close 10 a junction, the RMP was ailowed W

stahilize for 2 min. MEPPs were recorded and stored on computer for a subsequent

analysis. Then, the sciatic nerve was stimulated (0.05-ms square-wave supramaximal

pulse, delivered by S88D Grass stimulator via a bipolar electrode) in order to elicit

single EPPs (sampled at 33 kHz) hr an indirect estimation of QC. These recordings

were followed by 10 s ofcontinuous stimulation evoked at 25, 50 and 75 Hz in either

ascending or descending order of fiequency. These trains were digitized (10 kHz) and

stored for a later analysis of stimulation-induced EPP amplitude rundown. Between

each frequency of infra- and inter-cell stimulation. 3- and 5 min test intervals were

instituted 10 ailow Mi recoveiy of stimulation-induced EPP amplitude and MEPP

frequency changes (Zengel and Sosa 1994). CeIls with a RMP <-60 mV were

excluded from this study. Aise, if any ccii depoladzed by more than 10 mV during

theses procedures, the data from that cdl were eliminated. Each group consisted of four

animaIs and the number ofendplates from which data were recorded ranged from 2107

per animal. At the end ofthe experiment rats were killed by an overdose ofanesthetic.

Analvsis. For each cdl, average MEPP amplitude, frequency and risc time were

obtained from 5 to 10 3-s time bins (15 to 30 s of recordings), which were analyzed

using a specially designed event detection software with the amplitude threshoid set at

150 gV. CeIls that did not obey the foilowing criteria wen exciuded from this study:
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EPP and MEPP rise time < 1 ms, mean MEPP amplitude and frequency >180 tV and>

I/s. The QC and the cumulative quantal release (EPP amplitudes added together

consecutively) were estimated using the direct method and corrected for nonlinear

summation using the empirical correction factor of 0.8. as proposed by Mc Lachian and

Martin(McLachlan and Martin 1381).

Stat/stics. Student’s t-test and Factorial ANOVA were used to analyze the data

pertaining to passive properties of the motot endplates, QC and EPP amplitude

rundown. A Tukey’s honest signi ficant di fTerence test vas used as a follow-up test.

Maximum probability cf error was set at 5%.

RESULTS

Overtoad resulted in an increase in plantaris \vet weights of approximately 74%

(0.76 + 0.13 g in overload, vs. 0.45 ± 0.07 g in control). Table I summarizes the main

effects ofcompensatory overload and voluntary wheel activity on the passive properties

and quantal content of the aduit rat plantaris neuromuscular junction. The combination

of compensatory overload and regular wheel activity decreased MEPP amplitude bcit

had no signiOcant effect on MEPP frequency or risc time. RMP was on average highet

in the active group of rats. EPP amplitude was also higher in the Ovrld rats. QC

values, which reflect the number cf synaptic vesicles released in response to a single

nerve impulse, showed a two-fold increase in the Ovrld group compared to the Ctrl

group (Table I).

Figure 1 shows an example of the data acquired during the stimulation protocols.

An example cf paired potentials (PP); the appearance cf two EPPs as a result ofa single
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stimulus, which were observed in a fraction of the motor endplates, is presented in

figure lB. The percentage ofcel]s that expressed PPs, in the Ctrl and Ovrld groups vas

less than 7% when stimulated at 25 Hz. This number tripled when stimulated at 75 Hz.

Despite the simiiarity between the two groups in the number of ceNs that expressed PPs,

their expression was variable in the Ovrld group.

Figure 2A, B and C show EPP amplitude rundown comparisons between the Ctrl

and the Ovrld groups at 25, 50 and 75 Hz, respectively. Factoriai ANOVA revealed

signi flcant group and time effects on EPP amplitude decline with no interaction among

the group and time factors for ail frequencies (P< 0.01). Figure 3A and B show EPP

amplitude at the end of the I O s continuous stimulation, in the Ctrl and Ovrld groups,

respectively. There was a significant increase in amplitude rcmdown between 25 and 50

Hz in the Ctrl group (P< 0.01). On the other hand, in the Ovrid group, the frequency

effect on EPP size was significant among ail 3 frequencies.

The cumulative quantal release during the first 500 rus of 1 0 s continuous

stimulation is presented in Table 3. In the Ovrld group, the cumulative quantal release

was 139 and 153% higher than the Ctrl group at 25 and 50 Hz, respectively (both P<

0.05). At 75 Hz, the increase was 100% (P = 0.055).

DISCUSSION

Previous studies (Gisiger et aÏ. 1 91; Panenic and Gardiner 1998; Desaulniers et

al. 2001) have reported the improved nature of neurotransmitter release in response to

increased activity of the rat NM.l. The present study coiioborates and extends these

findings.
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In our experiment, the combination of compensatoiy overload and voluntaiy

wheel cage activity reduced MEPP amplitude by —25% (Table 1). Since MEPP

amplitude is directly related to the size of ACh-quantum and post-synaptic density of

AGi receptors (Katz and Thesleif 1957), and given mat the amount ofACh contained

within each vesicle b thought to be constant (Katz 1996), the decline in MEPP

amplitude might seem to contradict a previously repofted, exercise-induced increase in

ACh receptor quantity at the motor end-plate (Desaulniers et al. 1998). However, the

different quality and quantity of activity imposed in the diffèrent studies may explain

this disptty. k is well established that compensatory overload induces hypertrophy of

rat plantaris muscle (Gardiner 1991; Kano et al. 1997) . This hypertrophy is

characterized by increases in muscle mass and fiber cmss-sectional ares. Considering

muscle fiber input resistance is inversely propoftional to muscle liber diameter and

directly related to MEPP amplitude (Katz and Thesleif 1957; Grinnell and Heacra

1980; Katz 1996) an increase in muscle liber size would necessarily cause a decrease in

MEPP amplitude. Therefore, a 25% decrease in MEPP amplitude may be the

consequence of a decrease in input resistance accompanying an increase in muscle fiber

size, induced by compensatoiy overload and voluntaiy wheel activity. Fufthermore,

although MEPP frequency in the CtrI group was similar to values found in rat EDL

muscle (Reid et al. 1999), previously repofted activity-dependent increases in MEPP

frequency (—100 %) obsen’ed in rat soleus muscle (Desaulniers et al. 2001) ffillowing

treadmili training were not apparent in this study, although a tendency for an increase (—

40 %, not significant) was in evidence (Table 1).
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A surprising finding in die present study was the emergence of PPs, also referred

as “doublets”, in response to a single stimulus. To our knowledge, this represents the

flrst description of doublets at a mammalian NMJ. The similarity between die Ctrl and

the Ovrld groups in the number of NMJs that expressed doublets seems to indicate an

intrinsic chancteristic found in some of the rat plantaris NMJs. Fufthermore, die

increased number of doublets in die Ovrld group shows ils sensilivity to chronic

activation. At this moment, we do not have an explanation 1kw their expression.

In accordance with previously reported activity-dependent altentions of QC

(Gisiger et al. 1991; Desaulniers et al. 2001) evoked transmitter release was

significantly increased in active rats. However, die magnitude of the change found in

the present study is much higher than the approximate 30% increase repofted by

Desaulniers et al. (2001) and Dorlôchter et al. (1991). Our study, as opposed to the

aforementioned studies. combined compensatory overload and voluntaiy wheel-cage

activity, which may have had an additive effect in increasing the number of quanta

released per impulse.

Any increase in muscle liber diameter, as a result from compensatoiy overload

and wheel-cage running, would be expected w reduce die input resistance of die muscle

liber and hence lower EPP amplitude. However, there is evidence that increased

activity leads to an enlargement of the motor nerve terminal (Panenic and Gardiner

1998), and this may help w compensate for the effect of muscle liber hypertmphy.

Furthemion, it is well established that evoked transmitter release at die NMJ is

triggered by the influx of calcium (Ca») ions, thmugh voltage-gated calcium channels

(VGCC) localized at the active zones (Meir et al. 1999; Atwood and Karunanithi 2002).
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It is also well known that the quantity of transmifter libented is directly propoftional 10

the amount of free Ca ions within the presynaptic terminal. Therefore greater calcium

entry, pmbably due to an increased number ofpresynaptic VGCC, could account for the

enhanced transmitter release observed in te Ovrld NMJs.

According to the model pmposed by Wu and Betz (1998), synaptic vesicles

reside in at least three pools: 1) a “docked” pool or the readily releasable pool which

resides at the membrane; 2) a larger “reserve” pool that is located away from the

membrane and which replenishes the readily releasable pool and 3) the “fused” pool

which is exposed b te extracellular milieu, i.e. during the time between exocytosis and

endocytosis. Accordingly, synaptic vesicle trafficking between the different pools is

regulated by the kinetics of the following irreversibte reactions: mobilization of

vesicles from te reserve to the docked pool and endocytosis ofvesicles from the fused

to the reseive pool. Effective synaptic vesicle replenishment into the docked and

reseive pools is essential 10 maintain efficient synaptic transmission. EPP amplitude

decline during 10 s trains of continuous stimulations obseived in our study reflects te

reladonship between the rate of depletion of the docked pool and 1W concomitant refill

and maintenance by the reserve pool. In the Ctrl group, the lack of fuither EPP

amplitude nndown between 50 and 75 Hz indicates that the degree of decline attains a

plateau at 50 Hz, tus preventing accentuated rundown when stimulated at higher

frequency. On te other hand, te marked decline in EPP amplitude in te Ovrld group

(at 75 Hz) might be ascribed 10 limitations in the ability to mobilize quanta from the

reserve to the readily releasable pool, suggesting a limitation in the adaptive capacity of

the synaptic vesicle transport machineiy and seemingly predisposing te junction for
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transmission failure. This predisposition tu neurotransmission fhilure is considered

unlikely when we take into account the absolute amount of neurotransmifler released

during stimulation (Table 2). Considering a 100% increase in cumulative quantal

release in the Ovrld group (Table 2), and that EPP amplitude at the end of continuous

stimulation protocols was neyer less than 53% of initial EPP amplitude (Figure 3). the

absolute quantal release during 10 s of continuous stimulation is consistently higher in

die Ovrld group at ail frequencies however. this does flot mie out a more pmnounced

depletion of synaptic vesicles in die Ovrld group when EPP amplitude is nonnalized to

the first EPP in any given train.

The safety factor for neuromuscular transmission, in rats, varies according to

muscle fiber-type composition. Estimates range from I .2X and 2.OX (Gertler and

Robbins 1972) to 3.5X and 5.OX (Wood and Slater 1997), for the soleus mut EDL

muscle, respectively. Altbough die safety factor was flot estimated in our study, the

above-mentioned increase in cumulative transmitter release suggests an increase in

NMT safety fbctor in the Ovrld group, thus assuring efficient neuromuscular

communication during short bouts ofcontinuous stimulation.

In conclusion, compensatory overload combined with voluntaty wheel activity

induced important modulatory effects at the adult rat plantaris neummuscular junction.

fle increase in QC and cumulative quantal release. which implies improved safety

factor for NMT, seem to be the result of adaptations that occurred at the active zones of

die pre-synaptic terminal.
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Abbreviatioiis:

ACh, acetylcholine

Ca2, calcium

CGRP, calcitonin gene-rel ated pepti de

Ctrl, control

E DL, extensor digitorum Ïongus

EPP, endplate potential

MEPP, miniature endplate potentiaÏ

NI\4J, neuroniuscular junction

N MT, netirom uscular transmission

Ovrld, overload

QC, quantal content

RIVIP, resting membrane potentiat

VGCC, voltage-gated calcium channel
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Table 2. Estimated Cumulative Quanta! release during the flrst 500 ms of

continuous stinuilation.

Cumulative Quantal Release

Frequency (Hz) Control Overload

25 323.7± 106.1 772.1±392.2 P<0.05

n/N 5/2 13/4

50 646.1 ± 215.7 1,634.9 ± 821.4 P <005

n/N 5/2 8/4

75 9$4.4 ± 350.0 1,976.7 ± 970.8 P 0.055

n/N 5/2 7/4

Values are means ± SD; n/N, number of cells/Number of rats. Values compared using

Student’s t—test. Cumulative quanta! releases were estimated cising the direct method,

by adding together. consecuttively, EPP amplitudes during the first 500 ms ofthe

continuous stimulation. The number ofrats and ceils are timited to those in which ail

the data (MEPP5, EPPs and trains) were acquired.
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Figure Legends

Figure 1. Electrophysiological recordings of EPPs during continuous trains of

stimulation at 50 Hz. A: EPP amplitude decline sampled during die initial 180 ms of

continuous stimulation in the control (upper panel) and overload groups. EPP

amplitudes an higher in the overload group, which also express a more pmnounced

nindown. B: representative example of paired potentials, with encapsulated close-up

view, obsewed during continuous activation of an overloaded adult rat plantaris

neummuscular junclion at 25 Hz. Paired potentials were obsewed in a fraction of the

motor endplates fitm the control and overload groups. Calibration bar within the flrst

panel isl mVandl0ms.

Figure 2. EPP amplitude rundown comparisons between the overload and the control

groups. Close-up view of the first 500 ms and die following lOs continuous trains of

stimulation on EPP amplitude decline at 25 Hz (A), 50 Hz (B) and 75 Hz (C). Factorial

ANOVA reveals significant group effect for aIl frequencies. fle total numbers ofcells

included an 15 (25 Hz), 14 (50 and 75 Hz) in die control group and 18 (25 Hz), 16 (50

Hz) and 14(75 Hz) in the overload group.

Figure 3. Frequency dependent EPP amplitude decline in the control (A) and in the

overload (B) group. In the control group, the EPP amplitude at the end of 10 s

continuous stimulation vas significantly different between 25 and 50 Hz. in the

overload group die differences in EPP amplitude an significant among aH 3

frequencies. * Significandy different from 25 Hz in respective group. P < 0.01.
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SignificanOy different from 50Hz, P <0.01. The total numbers ofcells included are 15

(25 Hz), 14 (50 and 75 Hz) in the control group and 18 (25 Hz), 16(50 Hz) and 14 (75

Hz) in the overload group.
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CONCLUSIONS
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Cette étude a utilisé une technique d’électrophysiologie où une micro-électrode

est insérée le plus près possible de la plaque motrice afin d’étudier la transmission

synaptique à la jonction neuromusculaire du rat adulte. C’est une technique

couramment utilisée pour étudier la libération de transmetteurs.

Cette étude comporte plusieurs particularités. Premièrement, il a été possible

d’enregistrer des EPPs dans leur intégralité et ce, sans compromettre la fonction des

éléments pré- et post-synapdques responsables de la libération des neurotransmetteurs.

L’abolition de la contraction musculaire a été rendue possible grâce à la conotoxine qui,

de manière discriminatoire, bloque les canaux sodiques musculaires.

Deuxièmement, contrairement à plusieurs études qui ont utilisé un modèle in

vitro pour l’étude de la transmission synaptique, les enregistrements des EPPs ont été

effectués bi situ. Cette technique permet d’étudier la transmission synaptique le plus

près possible de la température métabolique, ce qu’un modèle in vitro ne permet pas.

Troisièmement, cette étude a utilisé la surcharge compensatoire jumelée à la

course volontaire pour stimuler une adaptation morphologique et physiologique du

muscle plantaire du rat.

Les données de cette étude corroborent mais aussi complémentent ce que des

études antérieures avaient rapporté sur l’effet bénéfique de l’activité sur la transmission

synaptique à la jonction neuromusculaire chez le rat En accord avec ce qui avait été

rapporté antérieurement, la combinaison de l’hypertrophie par surcharge compensatoire

et la course volontaire a provoqué l’augmentation significative de la concentration de

neurotransmetteurs secrétés par la terminaison pré-synaptique. Cependant la grandeur

de cette augmentation (— 100 %) est supérieure à ce qui a été observé précédemment (—
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30 ¾) par Desaulniers et al. (2001) et Dorlôchter et al. (1991). Cette différence de

variation peut s’expliquer par le fait que l’étude présente a combiné la surcharge à la

course volontaire, ce qui semble avoir un effet additif sur la libération de

neurotransmetteurs.

Les mécanismes responsables de cette adaptation n’ont pas été entièrement

élucidés. Cependant, il a été clairement établi que la libération de transmetteurs à la

suite de la stimulation du net-f moteur est enclenchée par l’influx de Ca dans la

terminaison pré—synaptique. On sait aussi que la quantité d’ACh libérée est directement

‘t ,•proportionnelle a la concentration de Ca se trouvant a Ï interieur de la terminaison

pré-synaptique. Il est donc possible que l’entrée massive de résultant

probablement d’une augmentation de la quantité de VGCC pré-synaptiques, soit

responsable de la concentration élevée de transmetteurs secrétés dans le groupe

expéri mental.

Durant les trains de stimulation continue de 10 s, l’amplitude des EPPs du

groupe surcharge compensatoire a démontré une diminution plus prononcée que le

groupe contrôle. Cette réduction d’amplitude semble être attribuée à une limitation

dans la mobilisation de quanta du pool de réserve au pooi ancré prés de la zone active,

suggérant ainsi une contrainte dans la capacité adaptative de la machinerie qui assure le

transport de vésicules synaptiques.

Une découverte particulière dans cette étude est la présence de doublet

(l’émergence de deux EPPs à la suite d’une stimulation unique), à la jonction

neuromusculaire du muscle plantaire. Ces doublets ont été observés tant dans le groupe

surcharge compensatoire que le groupe contrôle.
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La libération provoquée de transmetteurs de la terminaison du nerf moteur est un

processus complexe. Comme mentionné plus-tôt, cela implique la synthèse et

l’emmagasinage de molécules d’ACb dans des vésicules synaptiques. l’ouverture des

canaux ioniques pour l’entrée de Ca2t et l’activation subséquente d’un complexe multi

protéique menant à la libération de neurotransmetteurs. Des maladies affectant chacune

de ces étapes ont été répertoriées. Malheureusement, les observations de cette étude

ne peuvent être directement utilisées, du moins dans l’immédiat, pour la réhabilitation

des pathophysiologies affectant la transmission synaptique. Cependant, elles ont le

potentiel, jumelées à un traitement pharmaceutique, d’améliorer la transmission

synaptique à la jonction musculaire.

Pour conclure, la combinaison d’une surcharge compensatoire et de la course

volontaire a eu pour effet d’augmenter la quantité de transmetteurs secrétés à la jonction

neuromusculaire. La magnitude de cette augmentation est supérieure à ce qui a été

observé antérieurement. Les mécanismes qui régulent cette adaptation ne sont pas

entièrement connus. Par conséquent, des études plus poussées s’imposent pour une

meilleure compréhension et application de ces connaissances.
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