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Les neurosciences
moléculaires
récompenseées !

Il y a quelques jours, la prestigieuse fondation

Balzan a décerné son Prix 2016 a Reinhard Jahn
de I'Institut Max-Planck de chimie et biophysique a
Gottingen en Allemagne, pour ses travaux sur la ca-
ractérisation moléculaire des vésicules synaptiques
et le role des protéines SNARE dans le processus
d‘exocytose. Ce prix prestigieux considéré parfois
comme I'équivalent du Nobel distingue un neuro-
biologiste comme I'avaient été René Couteaux en
1994 et Jean-Pierre Changeux en 2001. Dans ce
numéro, René Couteaux est encore a I'hnonneur
dans I'histoire des Neurosciences, ou Jacques Taxi
et Jean-Gaél Barbara reviennent sur ses travaux
concernant la cytologie de la synapse neuromuscu-
laire. Plus de 40 années apres, les travaux de Rein-
hard Jahn sur les processus d’exocytose viennent
compléter ceux de René Couteaux, et la synapse
n'a toujours pas livré tous ses secrets. Jean-Gaél
Barbara et Jacques Taxi, dignes successeurs de
René Couteaux a l'université Paris VI — Pierre et
Marie Curie, retracent ici le parcours scientifique
de ce dernier.

Dans ce numéro, nous poursuivons également notre
voyage dans le systéme olfactif et je vous invite a
lire le second volet de ce Dossier. Vous saurez tout
sur les cellules-souches olfactives mais aussi sur
les capacités olfactives d’autres especes comme
celle des oiseaux auxquels on préte habituellement
des performances plutét modestes, I'olfaction des
batraciens un modéle de choix pour I'étude de cette
fonction, celle des insectes ou les enjeux sont impor-
tants pour lutter contre les ravageurs de cultures ou
les vecteurs de maladies graves. Dans cette seconde
partie, vous lirez également que la perception des
odeurs n'est pas uniquement une question de nez
mais aussi une question de culture, et aussi comment
on peut fabriquer un nez artificiel, bref ne manquez
sous aucun prétexte la suite de ce Dossier!

Les Nouveautés en neurosciences remettent de la
couleur a la neuroanatomie trop souvent considérée
comme une discipline du passé. Cyril Poupon, spé-
cialiste de I'imagerie IRM nous présente les derniers
développements basés sur I'imagerie de diffusion,
permettant d’identifier le trajet des fibres nerveuses
a travers le cheminement des molécules d’eau dans
les membranes des neurones. La puissance des trai-
tements mathématiques appliquée a ces données
permet d’observer, in vivo, tous les trajets nerveux
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quels que soient les espéces et les modéles, sous un
déluge de couleurs. Cyril Poupon nous montre aussi
qu’avec cette modalité, I'IRM va beaucoup plus loin
que la simple neuroanatomie, puisqu’elle permet
d’apprécier des variations de densités dendritiques
au niveau du cortex en fonction de son activation.
Ces méthodes offrent des perspectives considérables
pour I'exploration du fonctionnement cérébral par des
approches non invasives, notamment chez 'homme.
Laissez-vous porter pour un voyage sur les réseaux
de communications du cerveau.

Comprendre la structure fine de la synapse que René
Couteaux a si bien décrite, voir le cortex en action
avec I'imagerie par IRM, nous permettent d’analy-
ser le rle du cerveau dans I'expression de certains
comportements. Mais le défi est bien plus important.
Le cerveau est-il capable de comprendre son propre
fonctionnement ? Dans la Tribune libre, Dominique
Aunis va plus loin et pose la question de savair, si a
partir des connaissances de plus en plus importantes
que 'on acquiert en neuroscience, nous parviendrons
a comprendre comment les signaux cellulaires, les
activations de réseaux neuronaux se transforment en
conscience. |l attire notre attention sur la complexité
des phénoménes qui accompagnent des événements
simples comme la perception de notre environne-
ment, de notre conscience. Ne ratez pas son analyse
et ses réflexions tres pertinentes sur ce sujet !

Bien d'autres informations sont a découvrir dans cette
Lettre et bien sdr, le rendez-vous incontournable :

NeuroFrance 2017

BORDEAUX 17.19 MAI

Collogue international

Voila autant d’'occasions pour vous souhaiter une tres
belle année 2017 autour des neurosciences, beau-
coup de succes dans vos projets. Bonne lecture !
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René Couteaux

& la cytologie de la synapse

neuromusculaire*

| JACQUES TAXI, JEAN-GAEL BARBARA

Cet article est une version courte d’'un travail plus long de J. Taxi qui apparaitra en 2017
dans louvrage, Le Cerveau au Microscope, la Neuroanatomie francaise aux XIX¢ et XX¢ siecles,

Jean-Gaél Barbara & Francois Clarac, éds., Paris, Hermann.

René Couteaux (1909-1999) a été professeur titulaire de la chaire de cytologie de la
faculté des sciences de Paris, puis de I'université Paris VI - Pierre et Marie Curie.

Il a d’abord mené de front ses études en faculté de Médecine et une licence de Sciences
naturelles en faculté des sciences, avec la ferme intention de consacrer sa vie profession-

nelle a la recherche en biologie.

Dés 1933, il entra au laboratoire de biologie expérimentale
de la Sorbonne et se polarisa rapidement sur I'étude histo-
cytologique des relations entre tissus musculaire et nerveux.
Ce laboratoire était alors dirigé par Etienne Rabaud, connu
pour son rationalisme intransigeant, et c’est sans doute cela
qui attira Couteaux, en un temps ou persistaient encore des
relents de finalisme chez certains biologistes. Mais, aux
dires de Couteaux lui-méme, celui qui I'a le plus influencé,
c'est Jean Nageotte qui, devenu sourd, venait de prendre sa
retraite du College de France, quand Couteaux, admirateur
de son ceuvre, I'a rencontré a plusieurs reprises. Malgré les
difficultés de communication liées a son infirmité, Couteaux
a tiré un réel parti des échanges avec lui, appréciant son
esprit critique particulierement aigu tout en restant constructif.

Pour bien comprendre les raisons du choix et la portée des
contributions de René Couteausx, il faut rappeler la situation
en histocytologie nerveuse dans les années 1930-1940, sur
la nature des connexions entre neurones, ainsi qu'avec leur
effecteur le plus commun, les muscles striés. Une controverse
fondamentale née au cours du XIX® siecle continuait a diviser
les « neuronistes » et les « réticularistes ». Or, le point de
vue réticulariste connaissait dans les années 1930 un regain
d’actualité, sous I'impulsion de Stéhr en Allemagne et de
Boeke en Hollande. En particulier, Boeke avait décrit dans la
plaque motrice des Mammiféres un « réseau périterminal »
(periterminal netzwerk) de fibrilles établissant une continuité
entre la terminaison nerveuse et le systeme fibrillaire de la
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fibre musculaire striée. La qualité des préparations de Boeke
était unanimement reconnue. Cependant, I'interprétation qu'il
en donnait pouvait étre contestée en raison de I'électivité
incertaine des imprégnations argentiques utilisées et aux
limites de leurs possibilités pour la mise en évidence du
réseau périterminal.

De leur c6té, les physiologistes étaient divisés sur la question
du mécanisme de la transmission synaptique, entre ceux qui
y voyaient un mécanisme électro-ionique, tandis que d'autres
penchaient pour I'intervention d’'un médiateur chimique.

Ce sont ces controverses qui ont incité Couteaux a reprendre
I'étude des jonctions neuromusculaires, modéle plus acces-
sible a I'expérimentation que les connexions interneuronales
dans les centres nerveux.

La synapse neuromusculaire : constituants de la
plaque motrice et son développement

Aprés une courte période de tatonnements consacrée a la
recherche du matériel le plus favorable, Couteaux fixa son
choix sur la jonction neuromusculaire de vertébrés.

La premiere étape de cette recherche fut I'étude du dévelop-
pement de la plaque motrice des Mammiferes, dans 'idée
que la mise en place de ses divers constituants devrait ap-
porter des informations sur I'origine du cytoplasme formant
la sole de la plague motrice, structure au sein de laquelle
se trouve située I'arborisation terminale de la fibre nerveuse
motrice.



Cette étude, trés minutieuse, fut menée principalement a
I'aide de méthodes d'imprégnation argentique’. Dans ces
conditions, il a observé que la plague motrice se développe
au contact d’'une fibre nerveuse dite exploratrice avec une
fibre musculaire embryonnaire, de faible diamétre. Au mo-
ment ou le contact s’établit, ce qui deviendra la sole com-
porte toujours au moins un noyau musculaire, relativement
gros, peu colorable, avec un ou plusieurs gros nucléoles,
eux trés colorables ; le nombre des noyaux de ce type aug-
mentera rapidement au cours du développement: ce sont
les noyaux fondamentaux de la sole. A la fibre nerveuse est
généralement associé un noyau schwannien, souvent plus
petit et toujours plus colorable que les noyaux fondamen-
taux. Par la suite, le rameau nerveux va donner naissance a
plusieurs courtes ramifications plus ou moins contournées,
formant I'arborisation terminale, elle-méme accompagnée
de sa gaine de Schwann, représentée essentiellement par
Ses noyaux, peu nombreux?. Il s’y ajoute, un peu plus tard,
un troisieme type de noyaux, allongés et tres chromophiles,
appliqués a la surface de la sole, qui avaient été reconnus
de longue date par Louis Ranvier, comme noyaux vaginaux,
de nature conjonctive, représentant la gaine de Henle qui
entoure chaque fibre nerveuse myélinisée. Cette mince gaine
conjonctive se développe également a la surface de la fibre
musculaire, mais elle n'est pas encore présente au moment
ou s’établit le contact neuromusculaire. Au début du déve-
loppement, il est assez facile de distinguer dans la sole la
partie musculaire de la partie neuro-schwannienne qui est
plaquée sur elle et présente une colorabilité un peu différente.
L'enfoncement progressif de la partie neuro-schwannienne
dans la partie musculaire rend cette distinction beaucoup
plus délicate, voire impossible chez I'adulte. Méme la dis-
tinction entre les divers types de noyaux devient plus difficile,
I'enchevétrement des structures entralnant des juxtapositions
trompeuses. Lensemble de ces observations fut présenté
dans sa these de médecine en 1941.

La synapse neuromusculaire: 'appareil sous-neural

De ce travail approfondi, ce qui s'imposa a Couteaux fut
que la plague motrice résultait bien de I'intrication étroite de
I'arborisation neuro-schwannienne avec le cytoplasme mus-
culaire de la sole. Mais le probleme essentiel des rapports
entre les cytoplasmes de ces deux constituants ne pouvait
étre résolu par la seule utilisation des imprégnations argen-
tiques, puisque ces méthodes ne mettent pas en évidence
les membranes, mais seulement des structures fibrillaires
intracellulaires. C’est pourquoi, il entreprit en 1942 de tester
sur les plaques motrices adultes toute la gamme de colorants
disponibles au laboratoire pour tenter de visualiser d’autres
structures. Apres bien des essais décevants, c'est avec le
Vert Janus B, habituellement utilisé comme colorant vital des
mitochondries, qu'il vit apparaitre au sein de la sole, dans des

'Méthodes en principe électives des neurofibrilles, mais qui, dans
certaines conditions, colorent également les noyaux.

2C’est peut-étre la raison pour laquelle leur existence n’avait pas
été reconnue dans certains des travaux qui avaient précédé ceux
de Couteaiix.

conditions treés précises de coloration, un ensemble de gout-
tieres délimitées par une fine membrane et portant chacune
une série de lamelles régulierement espacées et disposées
perpendiculairement a I'axe des gouttieres (Fig. 1). Dans ces
gouttieres sont logés les rameaux de I'arborisation nerveuse,
eux-mémes non colorés. Ces images, observées d’abord
sur du tissu frais, peuvent étre stabilisées par le molybdate
d’ammonium et définitivement fixées par le formol, ce qui
permet de les inclure a la paraffine et d’en faire des coupes
transversales, ou les gouttieres, les lamelles associées et
souvent la fine membrane qui les unit sont particulierement
bien visibles.

a

Figure 1- a) Appareil sous-neural coloré par le Vert Janus

B et fixé par le molybdate d’'ammonium. Muscle de la plaque
pelvienne du Lézard gris (x1900). L'appareil sous-neural est

seul coloré. Les rameaux nerveux (non visibles) occupent l'axe

des gouttieres synaptiques, plus clair. Les lamelles de U'appareil
sous-neural n’affleurent que par leur bord a la surface de la sole.
Disposées parallélement les unes aux autres et tres serrées, elles
donnent au premier abord l'impression d'une couche continue ;
b) une coupe transversale du méme matériel montre la continuité
des lamelles sous la gouttiére sous-neurale (x 1900).

Couteaux a donné a cet ensemble, observé d’abord chez la
souris et le 1ézard, le nom d’appareil sous-neural en raison
de sa position sous le rameau nerveux. Sa nature musculaire
est attestée par sa persistance aprés section et dégénéres-
cence wallérienne du nerf moteur. Lexistence de cet appareil
membranaire au sein de la sole démontrait la discontinuité
entre cytoplasmes neuro-schwannien et musculaire et écar-
tait donc la conception réticulariste. Cependant, la question
demeurant pendante était celle de la position exacte du cyto-
plasme schwannien (téloglie) par rapport a I'appareil sous-



neural. Le nom de téloglie fut introduit par Couteaux parce
que certains auteurs, et en particulier le dernier éléve de
Ramaén y Cajal, de Castro, défendaient I'idée qu'une couche
gliale étaitinterposée entre la terminaison nerveuse et I'effec-
teur, jouant un role actif dans la transmission synaptique,
ce qui impliquait que cette glie était douée de propriétés
particuliéres. En fait, en 'absence de coloration spécifique
du cytoplasme schwannien et vu I'extréme minceur de cette
couche gliale supposeée, la preuve irréfutable de son exis-
tence n‘avait pu étre démontrée, et seule la microscopie
électronique pouvait apporter une réponse définitive.

La découverte de I'appareil sous-neural ne mit cependant
pas fin a la controverse sur la continuité des cytoplasmes
au sein de la plaque motrice, car la coloration de I'appareil
sous-neural ne peut étre obtenue que dans des conditions
trés précises, que divers auteurs ne sont pas parvenus a
reproduire, jetant le doute sur son existence méme. C'est ainsi
que Boeke défendit I'idée en 1948 que I'appareil sous-neural
était sans doute constitué de mitochondries, trés nombreuses
dans la sole, qui pouvaient se trouver réegulierement dispo-
sées autour des rameaux nerveux.

C’est en 1949 que le pharmacologue Koelle, associé au
chimiste Friedenwald, publia une méthode de localisation
histochimique des activités cholinestérasiques basée sur
I'utilisation d’un substrat synthétique, I'acétylthiocholine,
chimiquement trés voisin du substrat physiologique de cet
enzyme qu’est I'acétylcholine. Dans sa version initiale, la
méthode pratiquée sur du tissu frais, montrait que le préci-
pité de cuprothiocholine est localisé au niveau de zones tres
restreintes de la fibre musculaire correspondant aux plagues
motrices, mais essentiellement dans les noyaux, ce qui ne
manqgua pas de surprendre. D’ailleurs des contrdles biochi-
miques effectués par Koelle montrerent qu’effectivement
la fraction noyaux de broyats musculaires était dépourvue
d’activité cholinestérasique.

Avant méme que cette derniére donnée soit connue, tout a
fait indépendamment, Koelle d'une part, Couteaux d’autre
part, qui avait associé a ce travail Jacques Taxi, entreprirent
de modifier la technique pour obtenir des résultats cytologi-
quement plus convaincants. C'est ainsi que furent réalisées

Figure 2 - Activité cholinestérasique (méthode a
lacétylthiocholine). A : plaque motrice de muscle intercostal

de souris vue de face : lactivité siége au niveau de appareil
sous-neural. B : coupe transversale d’une plaque motrice ; les
lamelles sous-neurales sont ici vues de face autour de la gouttiére
synaptique.
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des images de localisation d’'une activité cholinestérasique
dans I'appareil sous-neural tout a fait superposables a celles
fournies par le Vert Janus B, mais bien plus faciles a obtenir
(Fig. 2). Ceci fut bientdt fait par plusieurs auteurs, confirmant
ainsi totalement les images obtenues par Couteaux avec le
Vert Janus, avec cette donnée supplémentaire d'importance
que 'appareil sous-neural est le lieu d’une forte concentration
de cholinestérase. Cette fois la conception réticulariste était
bien mise hors jeu, et d’ailleurs le coup de gréace allait lui
étre porté peu apres avec I'avénement de la microscopie
électronique.

Ces contributions de Couteaux et les schémas auxquels elles
ont abouti ont inauguré la phase moderne de nos connais-
sances sur la jonction neuromusculaire (Fig. 3).

Les cholinestérases et la jonction neuromusculaire :
données biochimiques initiales

Parallélement a ses recherches purement morphologiques,
Couteaux s’est toujours préoccupé de I'histophysiologie de
la transmission synaptique au niveau de la jonction neuro-
musculaire. Lhypothese faite par Dale et ses collaborateurs
(1934, 1936) selon laquelle la transmission de I'excitation du
nerf au muscle se faisait par une libération d'acétylcholine
agissant sur un récepteur musculaire supposait un meéca-
nisme trés rapide d’inactivation de I'acétylcholine aprés
son action. C'est a la recherche de ce mécanisme que le
biochimiste David Nachmansohn s'était attaché lorsqu'il vint
s'installer a Paris, fuyant la barbarie antisémite de son pays.
Son hypothese était que le mécanisme d’inactivation faisait
intervenir 'enzyme cholinestérase. Un premier pas venait
d’étre franchi dans cette voie par Marnay et Nachmansohn
(1937) lorsqu’ils établirent par dosage biochimique chez la
grenouille une corrélation entre la présence des terminaisons
nerveuses dans un segment de muscle et une haute teneur
en cholinestérase, alors que la teneur en cholinestérase
est tres faible dans le muscle pris dans son entier comme
dans le nerf moteur isolé. Couteaux et Nachmansohn (1938,
1942) allaient bientét étendre cette démonstration au cas des
Mammiferes, en pratiquant alternativement dosage de cho-
linestérase et coloration histologique des plaques motrices
sur le gastrocnémien du cobaye. Ils montrérent en outre
qu’apres section de I'innervation entrainant la dégénéres-
cence wallérienne des terminaisons, I'activité cholinestéra-
sigue n'était que peu affectée, et en déduisirent qu’elle était
localisée essentiellement en dehors de I'élément nerveux.
La découverte de I'appareil sous-neural, suivie un peu plus
tard de I'avenement de la méthode de localisation histochi-
mique des activités cholinestérasiques de Koelle et Frie-
denwald allaient remarquablement compléter ces données
initiales en montrant que la cholinestérase était en fait locali-
sée au niveau de I'appareil sous-neural. La localisation sous-
neurale de la cholinestérase allait étre également démontrée
au niveau des électroplaques de I'organe électrique chez la
raie et la torpille (Couteaux et Taxi, 1952 ; Couteaux, 1963),
ainsi que dans les électroplaques pédicellées du malaptérure
et de divers Mormyridés.
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Les recherches en microscopie électronique

’avenement de la microscopie électronique comme tech-
nique courante en biologie dans la décennie 1950-1960 a
été largement due a l'utilisation de matériaux d’inclusion
nouveaux — les résines polymérisables — et a la mise au
point d’ultramicrotomes capables de faire des coupes ultra-
minces, c’est-a-dire de I'ordre du dixiéme de micron, dans
les petits blocs relativement durs de tissu inclus dans une
résine. La technique utilisée pour la préparation des pieces
avait en outre I'intérét particulier pour les questions qui nous
intéressent ici de mettre bien en évidence les membranes
biologiques. Les premieres observations sur les jonctions
neuromusculaires furent publiées en 1954 indépendamment
et presque simultanément par Palade et Palay, d’une part, et
par Reger et Robertson, d’autre part, auteurs américains qui
avaient tous plus ou moins participé aux progres techniques
indiqués ci-dessus. Leurs données confirmerent pleinement
le schéma d’organisation proposé par Couteaux a partir
des observations faites avec le Vert Janus, en y ajoutant les
compléments que permettait seul le pouvoir de résolution
de cette nouvelle microscopie.

L'un de ces acquis fut la réponse a la question de la posi-
tion du cytoplasme schwannien (fé/oglie) dans la plaque
motrice. La microscopie électronique montra d’emblée qu'il
n'y a pas d’élément schwannien réguliérement interposé
entre le rameaux nerveux et la fibre musculaire et donc pas
d’intervention directe possible de la cellule de Schwann
dans la transmission synaptique. En outre, les auteurs pré-
cités virent que, comme dans le systéme nerveux central,
les terminaisons présynaptiques contiennent des vésicules
synaptiques de 45 nm environ de diametre, sans contenu

Figure 3 - Schémas originaux
(1947) ; a) plaque motrice de
Mammiféere vue de face.

Le cytoplasme axonal figuré en
noir occupe l'axe des gouttieres
synaptiques ; le cytoplasme

de la téloglie est représenté
conventionnellement par une fine
ponctuation qui borde la gouttiere.
Les lamelles de U'appareil sous-
neural affleurent sur le bord de la
gouttiere synaptique. Les quatre
noyaux a gros nucléoles sont des
noyaux fondamentaux de la sole.
Les deux autres sont des noyaux
schwanniens (téloglie) ; b) coupe
transversale. ax., axoplasme avec
ses mitochondries allongées ;
myel, gaine de myéline du rameau
nerveux moteur ; tel.n., noyau
d’une cellule de Schwann terminale
(téloglie) ; term., terminaison de
laxone moteur dans sa gouttiére
synaptique; les lamelles de
Uappareil sous-neural coupées
transversalement apparaissent
comme des batonnets attachés a
la membrane musculaire ; sarc.,
sarcoplasme de la sole avec ses
mitochondries ; m.n., noyaux
fondamentaux (musculaires) de la
sole ; m.f., myofibrilles.

figuré. Enfin les lamelles de I'appareil sous-neural sont en
réalité des invaginations de la membrane musculaire dont
la lumiere s’ouvre dans la fente synaptique, espace de 50
nm de largeur, partiellement occupé par une lame basale
dont les expansions occupent I'axe des plis sous-neuraux.
Des observations comparées faites dans les diverses classes
de vertébrés ont montré que le plan général d’organisation
des synapses neuromusculaires est partout le méme, avec
cependant d'importantes variations concernant la forme et
I'étendue de I'arborisation terminale ou la disposition et la
longueur des plis de I'appareil sous-neural. Les plis sous-
neuraux peuvent méme étre absents chez certains poissons
téléostéens ou certains oiseaux.

A partir des années 1960, Couteaux et Pécot-Dechavassine
se sont attachés a compléter les données sur I'ultrastructure
de la jonction neuromusculaire et a établir des corrélations
structure-fonction dans la transmission synaptique. lls ont
choisi pour cela la jonction neuromusculaire de la grenouille,
en raison de la disposition particuliére de I'arborisation ner-
veuse terminale, connue de longue date sous le nom de
buisson de Kuhne. En effet les rameaux nerveux sont recti-
lignes, appliqués longitudinalement sur la fibre musculaire et
paralleles les uns aux autres. Ceci permet l'orientation facile
des coupes, ce qui n'est pas le cas chez les Mammiferes,
ou les rameaux nerveux ont un parcours trés contourné.
Couteaux (1961) avait proposé le terme de « zones actives »
pour les différenciations présynatiques décrites par Palay
(1956) dans les synapses interneuronales et retrouvées dans
les synapses neuromusculaires. Cette appellation suggestive,
mais purement hypothétique a I'’époque, allait faire fortune.
ParI'observation de coupes diversement orientées, Couteaux



et Pécot-Dechavassine ont montré que ces différenciations
présynaptiques se retrouvent tres régulierement en face
de I'ouverture de chaque pli de I'appareil sous-neural dans
I'espace synaptique. Chacune de ces différenciations appa-
rait comme un ruban triangulaire dense collé par sa base ala
face interne de la membrane présynaptique ; situé dans une
légére saillie du rameau nerveux dans I'espace synaptique,
il s’étend d’'un bord a l'autre de la gouttiére synaptique et est
flanqué de chaque cété d'une rangée réguliere de vésicules
synaptiques.

Du cbté postsynaptique, la membrane plasmique (p/asma-
lemme) musculaire est doublée entre les plis sous-neuraux
et dans la partie initiale de ceux-ci d’une couche dense, que
Couteaux a nommé la « strate adhérente ». Ceci 'amene
a distinguer dans les plis sous-neuraux une « zone ves-
tibulaire » pourvue d’une strate adhérente, et une « zone
profonde », ou se situent des invaginations du plasmalemme
ou caveolae, généralement considérées comme liées a I'en-
do-exocytose. Chez certains Mammiféres, et en particulier
chez 'Homme, les plis sous-neuraux, qui s’enfoncent plus
profondément dans la fibre musculaire que chez la grenouille,
peuvent s'anastomoser par leur partie profonde pour former
un véritable labyrinthe ; en outre, ils peuvent se prolonger
en tubules transversaux participant aux triades de la région
sous-synaptique, montrant ainsi que les relations du plas-
malemme avec le systéme T ne sont pas fondamentalement
différentes au niveau de la synapse de ce qu’elles sont dans
les autres parties de la fibre musculaire.

Entre les plis sous-neuraux, dans des conditions de fixation
et d’'usage de contrastants appropriés, on peut observer
au-dela de la strate adhérente et tangentiellement a elle
un feutrage de filaments ; plus profondément, dans I'axe
de chaque interpli, on trouve un « cylindre sous-neural »
formé d’un ruban central dense a partir duquel rayonnent
de fins trabécules zigzagant entre le ruban et le feutrage des
filaments sous-neuraux. Ces cylindres sont raccordés a la
membrane plasmique musculaire par leurs extrémités ; ils
sont traverseés par places par des diverticules du reticulum
sarcoplasmique contournant le ruban central (Couteaux
et Pécot-Dechavassine, 1974 ; Couteaux, 1980) Au point
d’attache du ruban a la membrane de l'interpli sous-neural,
la strate adhérente est interrompue. Enfin, il faut souligner
I'existence de grandes différences dans la structure des
cylindres sous-neuraux et leurs rapports avec le reticulum
sarcoplasmique selon le type fonctionnel de la fibre muscu-
laire, lent, rapide ou intermédiaire.

Cytophysiologie de la transmission cholinergique a la
jonction neuro-musculaire de la grenouille

La démonstration de la nature « quantique » de la libéra-
tion de l'acétylcholine a la synapse neuromusculaire par
la découverte des potentiels de plague miniatures (Fatt et
Katz, 1952), suivie peu apres de celle des vésicules synap-
tiques, amenerent a la formulation de I'hypothese vésiculaire,
selon laquelle un quantum d’acétylcholine correspondrait au
contenu d’une vésicule synaptique libéré par exocytose dans
I'espace synaptique (Del Castillo et Katz, 1955).
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Cette hypothése avait été rapidement confortée par la dé-
monstration de la présence d’'acétylcholine dans une frac-
tion de « synaptosomes » du cerveau et un peu plus tard
dans une fraction vésiculaire bien plus riche en acétylcholine
obtenue a partir de I'organe électrique de torpille (Israél
et al., 1968). Cependant, aucune corrélation claire n'avait
pu étre apportée entre une excitation de la fibre nerveuse
motrice et le nombre de vésicules présentes dans les termi-
naisons nerveuses, et les images d’exocytose étaient rares et
erratiques, sans doute en raison du fait que les paramétres
temporels de I'exocytose sont d’un autre ordre de grandeur
que ceux de la fixation chimique imposée pour I'observation
en microscopie électronique, du moins jusqu’a la mise au
point des techniques de congélation ultra-rapide.
Couteaux et Pécot-Dechavassine allaient apporter une im-
portante contribution en faveur de I'hypothese vésiculaire
(1970, 1974) par I'observation, sur des muscles fixés aux
aldéhydes, d'images d’ouverture de vésicules synaptiques
dans la fente synaptique au niveau des « zones actives » du
buisson de Kuhne. Ces images justifiaient aussi I'appellation
« zones actives », puisqu'il s’avérait que I'ouverture des
vésicules n'avait lieu qu’a ce niveau, a I'exclusion de toute
autre région du contact neuromusculaire. Cette observation
allait étre confirmée par la cryofracture aprés congélation
ultrarapide de muscle non fixé par Heuser et Reese en 1974.
Un nouvel argument a I'appui de 'hypothése vésiculaire allait
bientdt étre apporté par Couteaux et Pécot-Dechavassine
(1972) par la démonstration d’une corrélation entre I'exis-
tence de potentiels miniatures « géants », correspondant a
la libération simultanée de plusieurs quanta d’acétylcholine,
et la présence dans les terminaisons de vésicules synap-
tiques géantes disséminées au sein de la population des
vésicules habituelles. Ceci a pu étre obtenu dans diverses
conditions expérimentales, en particulier sous I'effet de
concentrations adéquates de vinblastine. Au cours de ce
travail, s’est également imposée 'idée d’une hétérogénéité
des vésicules synaptiques, certaines se révélant plus sen-
sibles que d’autres a la fixation chimique.

Ces importantes observations n'ont pas empéché Couteaux
de souligner que des zones d’ombre subsistaient dans le
tableau des mécanismes de la transmission cholinergique. En
particulier le fait que I'acétylcholine est synthétisée par une
choline-acétyltransférase cytoplasmique entraine qu'il existe
un pool d'acétylcholine non vésiculaire, dont une partie peut
avoir un devenir fonctionnel ne passant pas par les vésicules
synaptiques, selon un mécanisme non encore €élucideé.

En conclusion, il apparait que les contributions originales
de Couteaux a la cytologie de la jonction neuromusculaire
ont porté sur (1) la démonstration de I'existence d'une dis-
continuité entre fibre nerveuse et musculaire au niveau
de la jonction neuromusculaire, marquée par la présence
d’un appareil sous-neural, différenciation de la membrane
plasmique de la fibre musculaire ; (2) la démonstration en
microscopie électronique d’'un ensemble de différenciations
tant présynaptiques que postsynaptiques, dont certaines
avaient déja été observées par d’autres dans les synapses
interneuronales et sur l'interprétation cytophysiologique



d’'images obtenues sous l'action de substances pharma-
cologiquement actives.

René Couteaux a disparu quelques jours aprés un buffet
organisé par M. Ugrumov et les étudiants russes du labora-
toire d’André Calas, auquel participerent entre autres éga-
lement Jacques Taxi et Yves Tillet. Comme ce dernier s’en
souvient encore, il y avait de la musique, de la vodka et des
spécialités russes ; personne n'imaginait I'issue prochaine.
D’une courtoisie jamais en défaut, toujours accessible, René
Couteaux alliait a une rigueur intellectuelle intraitable une
grande bienveillance, en particulier pour les jeunes cher-
cheurs. Il abhorrait par-dessus tout la confusion des genres:
il lui importait toujours de bien distinguer les sentiments pour
les personnes, positifs ou négatifs, et les jugements sur leur
production scientifique, ce qui n’était pas toujours compris
des intéressés. Cette attitude était basée sur un rationalisme
exigeant qui I'obligeait au contréle constant d’une vivacité
de réaction spontanée. A cela, s’ajoutait le souci permanent
d'objectivité. Quand il défendait une conception, c’est qu’il
avait un fort faisceau d’arguments pour la soutenir, mais il
n‘avait garde d’oublier les difficultés qui pouvaient subsister,
et surtout d’imposer a des collaborateurs ses propres vues.
Cette ouverture d’esprit, associée a sa vaste culture, était
certainement I'une des composantes du charme qu’ont res-
senti tous ceux qui ont eu le privilege de le cotoyer.

jacques.taxi@upmc.f
jean-gael.barbara@ upmc.f
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