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Ranvier est considéré comme le premier observateur
a avoir mis en évidence des différences fonctionnelles
entre muscles « rouges » et «blancs » chez le lapin.
La référence a son traité [1] figure en téte de tous
les travaux qui ont exploré a sa suite les différences
physiologiques ou biochimiques entre les muscles
squelettiques. Les travaux sur les différents substrats
et activités enzymatiques, en particulier oxydatives
et ATPasiques, qui s’en sont suivis, sont aujourd’hui
bien classiques. Pour un survol tres rapide, le lecteur
peut en référer a un ouvrage du méme auteur que cet
article [2].

Cependant, la transposition de ces données biochi-
miques sur des coupes a congélation, pour tenter d’en
définir la localisation intra-cellulaire précise, ne sera
vraiment lancée qu’en 1951, aprés la publication dans
«Science » du travail de A. Seligman et A. Rutenberg
[3] proposant Putilisation des sels de tétrazolium et
leur réduction en un substrat coloré, bleudtre, et inso-
luble, de diformazan pour localiser une activité oxyda-
tive en I’occurrence la succino-dehydrogenase. Ce tra-
vail fut poursuivi aux €tats-Unis par H. Padykula [4],
puis au Japon sur toute une série de muscles de verté-
brés par T. Ogata [5], ce qui lui permit de visualiser non
pas seulement deux types de fibres musculaires, mais
trois, avec I'identification d’un type « intermédiaire »
entre les fibres « rouges » et « blanches ».

S. Takeuchi devait réussir de son coté a visualiser
I’activité phosphorylasique des fibres musculaires
[61, travail poursuivi dans le laboratoire de A.G.E
Pearse, a Londres, dans lequel un jeune pathologiste,
V. Dubowitz, établit une relation réciproque, dans les
fibres musculaires squelettiques, entre activités oxy-
datives et phosphorylasiques [7].

Aux €tats-Unis, H. Padykula et A. Herman étendaient
ces travaux a la mise en évidence de I'activité ATPa-
sique des fibres musculaires de mammiféres [8].
Limportance et la nouveauté des résultats obtenus
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devaient bient6t conduire a "application de ces techniques au muscle
humain normal et pathologique.

Lapplication au muscle humain normal
et pathologique

Elle sera entreprise essentiellement dans le laboratoire de M. Shy au
9¢ étage du « Building 10 » du NIH a Bethesda, et sera en particulier
I’ceuvre d’un jeune clinicien pathologiste, W.K. Engel. €tendant la
technique de mise en évidence de la SDH a toute une série d’autres
activités oxydatives (B-hydroxybutyrate déhydrogénase, NADH-tétra-
zolium-réductase, cytochrome oxydase), adoptant la technique de
mise en évidence de la phosphorylase, il leur adjoignait la mise en
évidence de 'activité ATPasique myofibrillaire qui, a pH 9,4 permettait
de distinguer 2 types de fibres, les fibres Il étant plus foncées que les
fibres | [9].

Cette division fondée sur I'activité ATPasique de la myosine devait
donner lieu @ une a une controverse aigué avec une autre équipe du
NIH, localisée, elle, au « Building 9 », autour de L. Guth et F. Samaha,
qui proposait également une autre nosographie (o, B, af [10]).
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W.K. Engel M.H. Brooke

Figure 1. Pionniers de la mise en évidence des activités ATPasiques dans le

muscle.

Figure 2. Muscle humain adulte normal. Coupes sériées. ATPase myofibrillaire
a pH 9,4 (A) et aprés pré-incubation & pH 4,63 (B), NADH-TR (C) et phospho-
rylase (D).

G. Drews et W.K. Engel montrérent qu’il était possible d’inverser cette
coloration grdce @ une pré-incubation avec un chélateur calcique,
PEDTA [11] mais cette derniére réaction fut rendue beaucoup plus
simple et plus efficace lorsque M.H. Brooke, dans le laboratoire de
W.K. Engel (Figure 1), montra que le méme résultat pouvait &tre obtenu
par une simple pré-incubation en milieu acide a pH 4,30. Une modu-
lation précise du pH de ce milieu de pré incubation, devait permettre
a M.H. Brooke de réussir a mettre en évidence trois types de fibres
musculaires, les fibres Il étant divisées en IIA, blanches aprés une pré-
incubation a pH 4,63, et fibres 11B, de teinte brune intermédiaire entre
les fibres IIA et les fibres I, ces derniéres étant noires aprés visualisa-
tion de leur activité ATPasique [12]. On retrouvait ainsi une division
ternaire des fibres musculaires squelettiques, déja mise en évidence
avec les techniques oxydatives. W.K. Engel réussissait a imposer cette
classification (I, 1A, 1I1B) indépendante des propriétés physiologiques
supposées des fibres musculaires (lentes, rapides, etc.), propriétés
«quine sevoient pas sur les coupes », comme le rappelait chaque fois
W.K. Engel.
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A cette série de réactions histoenzymologiques,
W.K. Engel adjoignait naturellement les réactions his-
tologiques classiques, hématéine-éosine, PAS, Soudans
pour la mise en évidence du glycogene et des lipides
intracellulaires. Avec I'aide de son technicien G. Cun-
ningham, il simplifiait et standardisait la coloration
trichromique introduite par Gomori [13], technique
qui devait rapidement prendre la premiére place dans
ce qui devait constituer, dans ce laboratoire du NIH,
une « batterie » de techniques d’analyse d’une biopsie
musculaire. La qualité des résultats morphologiques,
et bientot la mise en évidence de toute une série de
nouvelles altérations pathologiques dans les fibres
musculaires devait imposer la diffusion de cette « bat-
terie ». Des pathologistes du monde entier venaient se
former dans ce laboratoire du NIH. Pendant des années,
la publication de W.K. Engel dans Neurology viendra
en téte de toutes les demandes de tirés a part dans le
domaine neurologique.

La visualisation du territoire des unités motrices

A I’état normal, chez 'adulte, dans les muscles habi-
tuellement biopsiés, les différents types de fibres
musculaires se disposent de facon aléatoire (Figure 2).
Expérimentalement chez le rat, G. Karpati et W.K. Engel
avaient déja démontré qu’apreés dénervation (par sec-
tion du nerf moteur) et réinnervation (uprés repousse
des neurites moteurs), cette topographie aléatoire
était remaniée, les fibres de méme type ayant tendance
a se grouper («type grouping »). Ceci suggérait déja
que le « type » de fibres musculaires était dépendant
de leur innervation par les branches collatérales des
neurites ayant repoussé [14].

Une preuve directe de cette dépendance devait étre
ensuite apportée par une étude coopérative, toujours
au NIH, entre le laboratoire de physiologie dirigé par
€. Burke, et le laboratoire de W.K. Engel. U'équipe de
Burke avait mis au point une technique de déplétion
glycogénique pour identifier les fibres musculaires
innervées par une fibre nerveuse motrice isolée et sti-
mulée jusqu’a épuisement de la réponse motrice. €n
combinant cette technique avec la mise en évidence,
dans le secteur stimulé, de I'activité myofibrillaire
ATPasique, il fut aussitét démontré que les fibres mus-
culaires appartenant a une méme unité motrice étaient
du méme type cytoenzymologique [15]. Cette décou-
verte majeure impliquait que pour la premiére fois, on
puisse « lire », sur une coupe de tissu musculaire, le
territoire innervé par des unités motrices de méme type.
La modification de la disposition aléatoire des diffé-
rents types de fibres (« type grouping ») impliquait



Figure 3. Une ragged-red fiber.

donc un processus de réinnervation collatérale, et donc une origine
neuropathique au processus musculaire pathologique.

Premiéres « nouveautés » pathologiques

L'application réguliére des « batteries » de techniques histologiques
et cytoenzymologiques aux biopsies musculaires devait mettre en évi-
dence des altérations jusqu’ici insoupgonnées ou difficilement appré-
ciables apres fixation formolée et inclusion en paraffine.

Il en a été ainsi pour les « cores », zones arrondies, a limites souvent
nettes, centrales ou excentrées, visibles dans les fibres musculaires en
sections transversales ; en coupes longitudinales, ces zones anormales
s’étendent sur tout ou partie de la longueur de la fibre musculaire. Ces
« cores » avaient été décrits par M. Shy et al. [16] dans une observa-
tion familiale restée classique, et les Iésions avaient donné naissance
a la dénomination d’une nouvelle entité au sein des myopathies
congénitales « non progressives », la « Central Core Disease ». La mise
en ceuvre des techniques oxydatives dans une seconde observation
étudiée par W.K. Engel, devait révéler ces « cores » de fagon specta-
culaire, et en permettre I'analyse ultrastructurale par H. Huxley [17].
Des observations similaires, grace a ces techniques, se multiplierent
rapidement.

Tout aussi aisée fut, sur les coupes a congélation, la mise en évidence
par le trichrome « Engel-Gomori » des amas de batonnets fuchsino-
philes, (rouges sur le fond vert de la fibre musculaire), caractéris-
tique d’une autre famille de myopathies congénitales, les « Nemaline
Myopathies » [18]. On remarquera en passant le goiit de I’équipe de
M. Shy pour des dénominations imagées et de préférence non traduc-
tibles. Uassociation de « rods » et de « cores » sera décrite beaucoup
plus tard, dessinant une nouvelle formule particuliéere de myopathie
congénitale.

La disposition centrale, en longue chaine, des noyaux musculaires
accompagnée d’une disposition radiaire des travées sarcoplasmiques
en section transversale, trés aisée a apprécier sur des coupes a congé-
lation colorées selon les techniques oxydatives ou phosphorylasiques,
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devait permettre I'individualisation d’une autre famille
de myopathies congénitales, les myopathies centro-
nucléaires [19].

Cependant, "innovation la plus marquante, initiale-
ment, de ces techniques fut la mise en évidence par
W.K. Engel, des « ragged-red fibers » (Figure 3) qui
deviendront vite le marqueur privilégié des myopathies
« avec anomalies mitochondriales majeures » ; on
remarquera a nouveau le golt de W.K. Engel pour une
dénomination nosographique imagée et non traduc-
tible. La confirmation cytochimique par les réactions
oxydatives et ultrastructurales de 'origine mitochon-
driale de ces amas rougedtres, occupant la périphérie
« déchiquetés » des fibres musculaires fut tres rapide-
ment apportée, et contribuera a la découverte de nom-
breuses entités dans ce nouveau champ pathologique
lié a des anomalies mitochondriales.

Des inclusions rougedtres, fuchsinophiles, souvent
multiples dans une méme fibre et intensément colorées
par le NADH-TR, ou directement par le « nitro blue » de
tétrazolium, mais non par les SDH ou les COX, caractéri-
seront I"existence d’agrégats tubulaires développés aux
dépens du réticulum sarcoplasmique, dont la définition
ultrastructurale fut apportée secondairement [20].
Ces nouvelles anomalies pathologiques, la lisibilité
accrue des altérations intracellulaires, et I"absence
d’artéfacts liés a la fixation formolée et au mode
d’inclusion ont fortement contribué a I'effacement
progressif des modalités classiques d’examen du
tissu musculaire au profit des coupes a congélation
sériées. On a reproché initialement, a ces réactions
cytoenzymologiques, et en particulier aux ATPases
myofibrillaires, leur relative difficulté technique.
M. Brooke avait coutume de répondre a ces objections
avec son humour trés britannique « vous pratiquez
ces techniques pendant dix ans, et ensuite tout sera
simple et parfait »

About the technique of muscle biopsy (IV)

The advent of histochemistry and cytoenzymology in
the analysis of muscle biopsies

A short and personal historical overview
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