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Caractérisation des chaines lourdes de myosine

dans le muscle de bovin

Les études concernant les qualités organo-
leptiques de la viande bovine se focalisent sur
la tendreté car c’est le critere le plus impor-
tant pour le consommateur. Parmi les fac-
teurs déterminant cette tendreté, le type de
fibres joue un grand role. En effet, la vitesse
de maturation dépend de la composition en
fibres (Valin 1988). Actuellement, la tendreté
de la viande présente une grande variabilité
qui est la conséquence de la diversité de 1’éle-
vage bovin francais. Différentes études ont en
effet montré que les conditions d’élevage (age,
sexe, race, niveau énergétique et nature de la
ration...) modifient la composition en fibres
des muscles (Geay et Renand 1994). Aussi,
Pobjectif des recherches sur la croissance
musculaire des bovins est de décrire la mise
en place des fibres durant le stade feetal et de
préciser l'influence des différents facteurs sur
la composition en fibres des muscles durant la
vie post-natale. Ces études nécessitent une
méthode fiable pour classer les différents
types de fibres. Les techniques d’immunohis-
tochimie, de Western-blot et de dosage ELISA
sont couramment utilisées et ont permis d’ob-
tenir des résultats importants (Picard et al
1994 et 1995). Cependant, les anticorps dispo-
nibles dans le commerce ne permettent pas
d’identifier spécifiquement les fibres IIA et
IIB. Il apparait indispensable de disposer
d’anticorps pour suivre la différenciation et
I’évolution de ces fibres. Cet article fait le
point sur les possibilités qu’offrent les anti-
corps obtenus dans le projet Noé concernant
ces applications.

Caractérisation des anticorps

Les 50 anticorps retenus aprés un premier
tri ont été testés en immunohistologie. Pour
cela des coupes sériées transversales de 10 ym
d’épaisseur ont été mises en contact pendant
30 minutes avec le premier anticorps (surna-
geant pur), rincées avec du tampon phos-
phate, puis incubées pendant 30 minutes avec
le second anticorps fluorescent (lapin anti-IgG
de souris couplé au FITC, Jackson Immuno-
tech) dilué au 1/30 dans du tampon phos-
phate. Les coupes ont été lavées avec le tam-
pon phosphate et montées entre lame et
lamelle avec du mowiol. A I'issue de ce testage
sur des échantillons de 3 muscles de bovin
adulte (Cutaneus trunci : MHC Ila et IIb ;
Diaphragma : MHC 1 et Ila ; SemitendinosusCl
MHC I, IIa et IIb) et sur le muscle
Longissimus dorsi de feetus bovin (4gé de
210 jours), une dizaine d’anticorps a été rete-
nue. Trés rapidement, quelques anticorps
retestés avaient perdu de leur réactivité et
ont été abandonnés. En définitive, 4 anticorps
ont été retenus. L'intensité de leur réponse en
immunohistologie est décrite dans le tableau 1.

Les 2 anticorps monoclonaux S5 8H2 et S5
15F4 ont également été testés en Western, en
ELISA et en culture de cellules. Leur réponse
suite a ces différentes techniques est positive
et cohérente avec la réponse obtenue en
immunohistologie.

S5 8H2 est un treés bon anticorps tant pour
I'intensité de la réponse que pour I'informa-

Tableau 1. Réactivité des anticorps monoclonaux anti-chaine lourde de myosine avec les différents types
de fibres (1, llA, 1IB) dans le muscle de bovin. Lintensité de la réponse est notée : +++ trés forte ; ++ forte ;

+ faible ; - négative ; ? non testé.

Anticorps S5 8H2 S5 15F4 S410B6 S5 7TE6
Muscle de bovin adulte
Cutaneus trunci
ITA - +++ - +
IIB +++ +4+ ++ +
Diaphragma
I +++ +
ITA +++ - +
Semitendinosus
I ++ +
ITA - +++ - +
1IB ++ +++ ++ +
Muscle de foetus
bovin culard (210 j)
Longissimus dorsi
I ++ ?
II ++ ++ ++ ?
Spécificité anti-I+IIb anti-II anti-ITb anti-myosine
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tion qu’il donne. Il est a la fois anti-MHC I et
anti-MHC IIb (figure 1). Il permet la classifi-
cation des fibres I et des fibres IIB et donc des
fibres ITA par différence. Il répond ainsi a 1’ob-
jectif de départ : différencier les fibres IIA et
IIB. 11 permet la distinction de 2 populations
de fibres rapides chez le foetus des 260 jours
de gestation. Il peut étre utilisé en immuno-
histologie, en Western-blot et en culture de
cellules, aussi bien chez le feetus que chez
Padulte. Par contre, il ne peut pas étre utilisé
en ELISA bien qu’il donne une réponse, car il
n’existe pas de muscle témoin entiérement
MHC I + IIb permettant de réaliser une
gamme étalon.

S5 15F4 est un trés bon anticorps anti-
MHC rapides (MHC Ila et IIb) (figure 1) qui
peut étre utilisé aussi bien en immunohistolo-
gie (chez le feetus et 'adulte), qu’en ELISA, en
Western et également en culture de cellules.
De ce point de vue en effet, S5 15F4 est d’'un
intérét tout particulier car l’anticorps anti-
MHC rapides F113 15F4 commercialisé par
Biocytex ne donne aucune réponse en culture.
De plus, alors que chez I'adulte ils reconnais-
sent les mémes cellules, ces deux anticorps
anti-myosines rapides donnent des résultats
différents au stade feetal : S5 15F4 reconnait
des cellules qui jusqu’a présent n’étaient
reconnues par aucun autre anticorps.

S4 10B6, anticorps anti-MHC IIb (figure 1),
fait partie des hybridomes qui ont perdu rapi-
dement de leur réactivité, mais qui donnaient
lors des premiers essais de trés bons résultats
en immunohistologie, en ELISA et en culture.
En réalité cet hybridome est trés peu concen-
tré et mérite d’étre recloné.

S5 7TE6 est un anti-myosine totale qui pour-
rait étre utilisé en vue d'un dosage quantitatif
de la myosine totale dans différents muscles.

Conclusion

L'utilisation des anticorps S5 8H2 (anti-
I1+I1b) et S4 10B6 (anti-IIb) permettra de dis-
tinguer les fibres ITA des fibres IIB et donc de
préciser les différentes étapes de mise en
place de ces fibres musculaires durant la vie
feetale ainsi que leur évolution avec I'dge et
sous l'influence des différents facteurs d’éle-
vage. De plus, il a déja été possible, grace a
lanticorps S5 8H2 (anti-I+IIb) de mettre en
évidence une population importante de fibres
hybrides, appelées ITAB, représentant environ
10 % des fibres totales (Picard et al 1998).
L’étude de ces fibres est un point important
pour comprendre comment se produisent les
changements de types de fibres. D’autre part,
S5 8H2 a également été retenu pour d’autres
espéces, en particulier ’espéce porcine. Pour
cette espece il est anti-I+IIb+IIx. Bien que
I'isoforme MHC IIx n’ait pas pu étre encore
identifiée chez le bovin, plusieurs arguments
nous aménent a supposer son existence. Selon
Héamaélainen et Pette (1995), dans les muscles
squelettiques de mammiferes, plus la taille de
Panimal est importante, plus la concentration

Figure 1. Révélation immunohistologique des chaines lourdes de myosine dans
le muscle Semitendinosus de bovin a I'aide des anticorps issus du projet Noé.

Anti MHC 1 (559 Biocybax)

55 15F4

54 10B&

de l'isoforme MHC IIx est élevée et inverse-
ment pour MHC IIb. De plus, MHC IIx a un
épitope commun avec MHC IIb (Schiaffino et
al 1989), ce qui pourrait expliquer que jusqu'a
présent ces deux isoformes aient été confon-
dues et laisse supposer que S5 8H2 serait éga-
lement anti-I+IIb+IIx chez le bovin avec une
proportion trés importante de MHC IIx dans
les muscles de bovin. Enfin, parmi les diffé-
rents types de fibres présents a 210 jours de
vie foetale, un type n’était reconnu par aucun
anticorps parmi ceux existants jusqu’a pré-
sent, ceci dans tous les muscles de bovin
culard et dans le Cutaneus trunci de bovin
non culard (Picard et al 1995). Les anticorps
S5 8H2 et S5 15F4 marquent ces cellules qui
ne sont reconnues par aucun autre anticorps ;
ils apportent donc une information supplé-
mentaire quant a la caractérisation de ces
fibres inconnues.

Les différents anticorps retenus dans ce pro-
jet permettent donc de nouvelles applications
pour I'étude du muscle de bovin. Cependant
Pobjectif initial, a savoir 'obtention d’anticorps
spécifiques des MHC Ila et IIb utilisables en
particulier en dosage ELISA n’a pas été atteint
et demeure un besoin important.
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Composition en chaines lourdes de myosine des fibres
musculaires de type II chez le porc

Les trois types de fibres musculaires clas-
sées I, ITA et IIB par les techniques histoenzy-
matiques existent dans les muscles squelet-

Figure 1. Coupes transversales sériées de muscle longissimus dorsi chez un

porc de 100 kg de poids vif.

A) ATPase apres préincubation a pH 4,35. B) Révélation de I’activité de la
succinodéshydrogénase. C-F) Détection histoimmunologique des MHC a I’aide
d’anticorps issus du projet Noé. Les chiffres 1, 2 et 3 repérent 3 fibres
homologues sur les différentes coupes sériées. Barre d’échelle : 50 mm.
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tiques du porc au poids commercial d’abattage
(Lefaucheur et al 1991). Cette typologie
repose sur un polymorphisme des chaines
lourdes de la myosine (MHC) (Schiaffino et
Reggiani 1996). Chez diverses espéces de
laboratoire, quatre MHC ont été identifiées
dans le muscle squelettique adulte : I, IIa, IIx
et IIb (Bar et Pette 1989, Schiaffino et al
1989, DeNardi et al 1993). Ces auteurs ont
ainsi montré que les fibres classées IIB lors-
qu’elles sont typées par la méthode ATPase
constituent une population hétérogéne en
regard de leur composition en MHC. A notre
connaissance, la caractérisation du polymor-
phisme des MHC de type II n’a pas été réali-
sée chez le porc, notamment en raison de I’ab-
sence d’anticorps spécifiques de chacune des
isoformes de MHC. Ce texte rapporte les
résultats d’histoimmunologie obtenus avec les
anticorps anti-MHC sélectionnés dans le pro-
jet Noé.

Conditions expérimentales

L'étude a été réalisée sur le muscle longissi-
mus dorsi (LD) et la partie rouge du muscle
semitendinosus (STR) chez des porcs femelles
de race Large White abattus a 100 kg de poids
vif (165 jours d’age). Les échantillons de
muscle ont été prélevés environ 30 minutes
apres I'abattage, congelés par immersion dans
de l'isopentane refroidi par de I'azote liquide
et stockés a — 80 °C jusqu’aux analyses histo-
logiques.

Des coupes transversales sériées de 10 ym
d’épaisseur ont été réalisées a 'aide d’un
microtome a congélation (— 20 °C). La colora-
tion ATPase apres une préincubation de la
coupe a pH 4,35 a permis d’identifier les fibres
de types I, ITA et IIB (Brooke et Kaiser 1970).
L'activité de la succinodéshydrogénase (SDH)
est révélée sur une coupe sériée (Nachlas et al
1957), elle permet de distinguer des fibres
rouges (r), intermédiaires (i) et blanches (w)
(figure 1B). Les colorations histoimmunolo-





