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Tableau 1. Marquage ou non des différentes fibres par les 4 anticorps anti-MHC
dans le muscle squelettique du porc de 100 kg de poids vif.

Anticorps S5 7D4 S5 8H2 S5 14B3 S5 7TE6
Type de fibres
I non oui non oui
ITA oui non oui oui
IIX oui oui oui oui
IIB non oui oui oui
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croisée avec les formes embryonnaire et/ou
feetale. Cet anticorps peut donc servir a révé-
ler ’ensemble des MHC adultes de type II
(ITa+I1x+IIb) apres la disparition des formes
embryonnaire et feetale.

L’anticorps S5 TE6 reconnait toutes les
MHC adultes du muscle squelettique du porc
(figures 1F et 2F). Il reconnait également les
formes de MHC embryonnaire et/ou feetale
(non montré). Il présente un intérét en his-
toimmunologie pour visualiser la totalité des
fibres musculaires au cours du développe-
ment.

Conclusion

Le tableau 1 récapitule les propriétés des
4 anticorps utilisés. L’anticorps S5 7D4 est
particulierement intéressant. Sa réaction
positive homogene avec les fibres ITA et I1IB
du muscle STR, associée & un marquage néga-
tif d’'une sous-population de fibres IIB dans le
muscle LD, suggére que cet anticorps recon-
nait spécifiquement les MHC IIa et IIx chez le
porc, démontrant ainsi I'existence d’au moins
3 isoformes rapides de MHC dans le muscle
LD de porc de 100 kg de poids vif. Les trois
isoformes rapides n’avaient jusqu’a présent
été observées que chez les petites especes de
laboratoires (souris, rat, lapin et cobaye). Mal-

gré les apports du projet Noé, d’autres tra-
vaux sont encore nécessaires pour disposer
d’anticorps spécifiques de chacune des MHC
chez le porec.
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Etude histoimmunologique de ’expression des chaines
lourdes de myosine dans le muscle squelettique

chez la truite arc-en-ciel

Le muscle squelettique de la truite arc-en-
ciel est composé de fibres de type lent oxydatif
formant le muscle rouge superficiel et de
fibres de type rapide glycolytique formant le
muscle blanc profond. Ces fibres sont consti-
tuées de différents types de myosine (Rowler-
son et al 1985). A la périphérie du muscle
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blanc, des fibres de type intermédiaire rapide
oxydo-glycolytique forment un muscle rose en
continuum avec le muscle blanc profond (Row-
lerson et al 1985).

Dans les jeunes stades, le muscle blanc se
développe grace a la persistance d'une myogé-
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nése de novo (Stickland 1983) se traduisant
par la synthese réguliére de nouvelles fibres
musculaires. L’étude de la proportion et de la
répartition de fibres immatures au sein du
muscle blanc est particuliérement importante
pour les recherches sur la croissance du tissu
musculaire et sur la qualité de la chair des
poissons. Une estimation du processus peut
étre faite par I'analyse de la distribution de la
taille des fibres sur des coupes transversales
(Kiessling et al 1991, Fauconneau et al 1997).
La mise en évidence des petites fibres est éga-
lement possible dans de nombreuses espéces
de poissons car elles ont des caractéristiques
intermédiaires entre les fibres lentes et les
fibres rapides (Rowlerson et al 1985). Chez les
Salmonidés, ces petites fibres immatures ne
se différencient des autres fibres que par leur
teneur plus élevée en glycogéne (Fauconneau
et al 1994).

L'objectif de la production d’anticorps anti-
chaines lourdes de myosine est donc de
rechercher des isoformes spécifiques expri-
mées dans les petites fibres du muscle blanc.
L'existence d’'un anticorps spécifique permet-
trait d’envisager ’analyse, notamment par
des tests de type ELISA, du pourcentage de
petites fibres, afin d’étudier le mécanisme de
myogéneése de novo, et aussi de mieux maitri-
ser les caractéristiques du tissu musculaire
chez les Salmonidés.

Conditions expérimentales

Les poissons utilisés sont des truites arc-en-
ciel (Oncorhynchus mykiss) juvéniles de 2 a4 g
élevées a 11 °C dans les structures expérimen-
tales de 'INRA (circuit en eau recyclée, INRA
Rennes).

Pour les études histologiques, une tranche
compléte de la musculature squelettique est
prélevée dans la partie caudale (entre la
nageoire adipeuse et la nageoire anale). Ces
échantillons sont fixés dans un mélange étha-
nol 70° / glycine 0,05M, pH 2, puis déshydra-
tés et inclus dans de la paraffine. Des coupes
transversales de 15 um sont réalisées.

Pour les études in vitro, les muscles sque-
lettiques dorsaux sont prélevés dans des
conditions stériles et les cellules satellites
sont extraites et mises en culture (Rescan et
al 1994). Les cellules sont cultivées en pré-
sence de sérum de veau feetal 10 % pendant
8 jours jusqu’a confluence et fusion en myo-
tubes. Les myotubes sont fixés dans un
mélange éthanol 70° / glycine 0,05 M, pH 2
puis stockés au froid (— 20 °C) jusqu’a ana-
lyse.

Les coupes sont déparrafinées et réhydra-
tées alors que les myotubes sont utilisés direc-
tement. Les échantillons sur lames sont rin-
cés dans du tampon phosphate de sodium
0,01M pH 7,4 ; traités par la saponine (0,2 %
dans le tampon phosphate) et saturés par de
I'albumine sérique bovine (0,2 % dans du tam-
pon phosphate 0,01M pH 7,4). Les coupes sont
ensuite mises en contact du premier anticorps

(surnageant pur ou dilué au 1/10) pendant
une heure, rincées avec du tampon phosphate
puis mises en contact avec le second anticorps
fluorescent (anticorps anti-IgG souris couplé
au FITC TEBU M30001) dilué au 1/100 dans
du tampon phosphate pendant une heure. Les
coupes sont lavées ensuite avec le tampon
phosphate et montées entre lame et lamelle
avec du mowiol.

Soixante-quinze anticorps ont été testés :
15 de la série 2 (S2 : anticorps anti-myosine
de bovin et de cheval), 30 de la série 4 (54 :
anticorps anti-myosine de poisson et de dinde)
et 30 de la série 5 (S5 : anticorps anti-myosine
de porc et de poulet). Les réactions sur les
fibres ont été classées sur une échelle de 0 a 4
pour les fibres du muscle rouge (zone exté-
rieure et intérieure), du muscle intermédiaire
et du muscle blanc (petites fibres, périphérie,
pointes et intérieur des grandes fibres).

Principaux résultats obtenus

Les anticorps issus de 'immunisation
contre les myosines de bovin et de cheval (S2)
réagissent pour la plupart a la périphérie des
fibres. Certains anticorps issus des immunisa-
tion contre les myosines de porc et de poulet
(S5) réagissent de maniere non spécifique
contre I’ensemble des fibres musculaires des
muscles rouge, intermédiaire et blanc (ex : S5
11B4, S5 7D4). 1l s’agit souvent d’anticorps
réagissant contre les fibres de type I et II
dans d’autres espéces.

Les anticorps issus des immunisations
contre les myosines de truite et dinde (S4) don-
nent des réactions plus spécifiques des fibres
de type rapide (S4 9C4, S4 10E6, S4 8E6). Cer-
tains de ces anticorps (ex : S4 8E6) réagissent
de maniére homogeéne dans ’ensemble des
fibres rapides des muscles intermédiaire et
blanc (figures 1a et 1b) et dans I'ensemble les
myotubes des cellules satellites de muscle
blanc en culture (figure 1lc). Ces anticorps
réagissent également faiblement sur des fibres
périphériques du muscle rouge et de maniere
complémentaire a la réponse d’'un anticorps
monoclonal anti-myosine lente du poulet (S59 ;
Crow et Stockdale 1986). Il semblerait donc
exister un gradient d’expression de myosine
dans le muscle rouge, ce qui constitue un
résultat original, observé jusqu’alors dans la
composition en chaines légéres du muscle
rouge (Fauconneau et al 1994).

Des anticorps également issus de la série 4
(S4 10H9 et S4 10H2) sont spécifiques en test
ELISA des myosines de truite et spécifiques
en Western des chaines lourdes de myosine.
Ces anticorps révelent positivement les
petites fibres et également plus faiblement la
pointe des grandes fibres au sein du muscle
blanc (figure 1d). Il s’agit de la premiere
démonstration d'une hétérogénéité dans I'ex-
pression des isoformes de myosine dans le
muscle blanc chez les Salmonidés. Cet anti-
corps ne révele que quelques rares myotubes
in vitro (figure le).
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Figure 1. Reévélation des chaines lourdes de myosine dans le muscle
squelettique de la truite arc-en-ciel (1a, 1b, 1d, 1f) et les myotubes issus de
cellules satellites de muscle blanc de truite arc en ciel (1c, 1e). Les anticorps
testés sont des surnageants purs : S4 8E6 (1a, 1b, 1c), S4 10H9 (1d, 1e), S5
10H6 (11).
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Enfin un anticorps issu de la série 5 et
réagissant en ELISA et en Western contre les
chaines lourdes de myosine donne une
réponse de type mosaique, différente de celle
décrite précédemment. Les fibres de taille
intermédiaire et les petites fibres réagissent
fortement a la périphérie et faiblement au
centre, alors qu’aucune révélation n’est obser-
vée dans les grandes fibres (figure 1f).

L’emploi de différents anticorps semble
donc mettre en évidence une hétérogénéité
tres forte jamais suspectée jusqu’a présent
dans les muscles squelettiques blanc et rouge
des poissons. Certains anticorps sont des can-
didats intéressants comme marqueurs des
petites fibres dans le muscle blanc, qui per-
mettront 'étude ultérieure de la croissance de
type hyperplasique dans le muscle.
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