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crois�e avec les formes embryonnaire et/ou
fÏtale. Cet anticorps peut donc servir � r�v�-
ler lÕensemble des MHC adultes de type II
(IIa+IIx+IIb) apr�s la disparition des formes
embryonnaire et fÏtale.

LÕanticorps S5 7E6 reconna�t toutes les
MHC adultes du muscle squelettique du porc
(figures 1F et 2F). Il reconna�t �galement les
formes de MHC embryonnaire et/ou fÏtale
(non montr�). Il pr�sente un int�r�t en his-
toimmunologie pour visualiser la totalit� des
fibres musculaires au cours du d�veloppe-
ment.

Conclusion
Le tableau 1 r�capitule les propri�t�s des 

4 anticorps utilis�s. LÕanticorps S5 7D4 est
particuli�rement int�ressant. Sa r�action
positive homog�ne avec les fibres IIA et IIB
du muscle STR, associ�e � un marquage n�ga-
tif dÕune sous-population de fibres IIB dans le
muscle LD, sugg�re que cet anticorps recon-
na�t sp�cifiquement les MHC IIa et IIx chez le
porc, d�montrant ainsi lÕexistence dÕau moins
3 isoformes rapides de MHC dans le muscle
LD de porc de 100 kg de poids vif. Les trois
isoformes rapides nÕavaient jusquÕ� pr�sent
�t� observ�es que chez les petites esp�ces de
laboratoires (souris, rat, lapin et cobaye). Mal-

gr� les apports du projet No�, dÕautres tra-
vaux sont encore n�cessaires pour disposer
dÕanticorps sp�cifiques de chacune des MHC
chez le porc.
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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 7E6

Type de fibres
I non oui non oui

IIA oui non oui oui
IIX oui oui oui oui
IIB non oui oui oui

Etude histoimmunologique de lÕexpression des cha�nes
lourdes de myosine dans le muscle squelettique 
chez la truite arc-en-ciel

Le muscle squelettique de la truite arc-en-
ciel est compos� 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-
tu�es de diff�rents types de myosine (Rowler-
son et al 1985). A la p�riph�rie du muscle

blanc, des fibres de type interm�diaire 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
d�veloppe gr�ce � la persistance dÕune myog�-



n�se de novo (Stickland 1983) se traduisant
par la synth�se r�guli�re de nouvelles fibres
musculaires. LÕ�tude de la proportion et de la
r�partition de fibres immatures au sein du
muscle blanc est particuli�rement importante
pour les recherches sur la croissance du tissu
musculaire et sur la qualit� de la chair des
poissons. Une estimation du processus peut
�tre faite par lÕanalyse de la distribution de la
taille des fibres sur des coupes transversales
(Kiessling et al 1991, Fauconneau et al 1997).
La mise en �vidence des petites fibres est �ga-
lement possible dans de nombreuses esp�ces
de poissons car elles ont des caract�ristiques
interm�diaires entre les fibres lentes et les
fibres rapides (Rowlerson et al 1985). Chez les
Salmonid�s, ces petites fibres immatures ne
se diff�rencient des autres fibres que par leur
teneur plus �lev�e en glycog�ne (Fauconneau
et al 1994).

LÕobjectif de la production dÕanticorps anti-
cha�nes lourdes de myosine est donc de
rechercher des isoformes sp�cifiques expri-
m�es dans les petites fibres du muscle blanc.
LÕexistence dÕun anticorps sp�cifique permet-
trait dÕenvisager lÕanalyse, notamment par
des tests de type ELISA, du pourcentage de
petites fibres, afin dÕ�tudier le m�canisme de
myog�n�se de novo, et aussi de mieux ma�tri-
ser les caract�ristiques du tissu musculaire
chez les Salmonid�s.

Conditions exp�rimentales
Les poissons utilis�s sont des truites arc-en-

ciel (Oncorhynchus mykiss) juv�niles de 2 � 4 g
�lev�es � 11 oC dans les structures exp�rimen-
tales de lÕINRA (circuit en eau recycl�e, INRA
Rennes).

Pour les �tudes histologiques, une tranche
compl�te de la musculature squelettique est
pr�lev�e dans la partie caudale (entre la
nageoire adipeuse et la nageoire anale). Ces
�chantillons sont fix�s dans un m�lange �tha-
nol 70o / glycine 0,05M, pH 2, puis d�shydra-
t�s et inclus dans de la paraffine. Des coupes
transversales de 15 µm sont r�alis�es.

Pour les �tudes in vitro, les muscles sque-
lettiques dorsaux sont pr�lev�s dans des
conditions st�riles et les cellules satellites
sont extraites et mises en culture (Rescan et
al 1994). Les cellules sont cultiv�es en pr�-
sence de s�rum de veau fÏtal 10 % pendant 
8 jours jusquÕ� confluence et fusion en myo-
tubes. Les myotubes sont fix�s dans un
m�lange �thanol 70o / glycine 0,05 M, pH 2
puis stock�s au froid (Ð 20 oC) jusquÕ� ana-
lyse.

Les coupes sont d�parrafin�es et r�hydra-
t�es alors que les myotubes sont utilis�s direc-
tement. Les �chantillons sur lames sont rin-
c�s dans du tampon phosphate de sodium
0,01M pH 7,4 ; trait�s par la saponine (0,2 %
dans le tampon phosphate) et satur�s par de
lÕalbumine s�rique 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 dilu� au 1/10) pendant
une heure, rinc�es avec du tampon phosphate
puis mises en contact avec le second anticorps
fluorescent (anticorps anti-IgG souris coupl�
au FITC TEBU M30001) dilu� au 1/100 dans
du tampon phosphate pendant une heure. Les
coupes sont lav�es ensuite avec le tampon
phosphate et mont�es entre lame et lamelle
avec du mowiol.

Soixante-quinze anticorps ont �t� test�s : 
15 de la s�rie 2 (S2 : anticorps anti-myosine
de bovin et de cheval), 30 de la s�rie 4 (S4 :
anticorps anti-myosine de poisson et de dinde)
et 30 de la s�rie 5 (S5 : anticorps anti-myosine
de porc et de poulet). Les r�actions sur les
fibres ont �t� class�es sur une �chelle de 0 � 4
pour les fibres du muscle rouge (zone ext�-
rieure et int�rieure), du muscle interm�diaire
et du muscle blanc (petites fibres, p�riph�rie,
pointes et int�rieur des grandes fibres).

Principaux r�sultats obtenus
Les anticorps issus de lÕimmunisation

contre les myosines de bovin et de cheval (S2)
r�agissent pour la plupart � la p�riph�rie des
fibres. Certains anticorps issus des immunisa-
tion contre les myosines de porc et de poulet
(S5) r�agissent de mani�re non sp�cifique
contre lÕensemble des fibres musculaires des
muscles rouge, interm�diaire et blanc (ex : S5
11B4, S5 7D4). Il sÕagit souvent dÕanticorps
r�agissant contre les fibres de type I et II
dans dÕautres esp�ces.

Les anticorps issus des immunisations
contre les myosines de truite et dinde (S4) don-
nent des r�actions plus sp�cifiques des fibres
de type rapide (S4 9C4, S4 10E6, S4 8E6). Cer-
tains de ces anticorps (ex : S4 8E6) r�agissent
de mani�re homog�ne dans lÕensemble des
fibres rapides des muscles interm�diaire et
blanc (figures 1a et 1b) et dans lÕensemble les
myotubes des cellules satellites de muscle
blanc en culture (figure 1c). Ces anticorps
r�agissent �galement faiblement sur des fibres
p�riph�riques du muscle rouge et de mani�re
compl�mentaire � la r�ponse dÕun anticorps
monoclonal anti-myosine lente du poulet (S59 ;
Crow et Stockdale 1986). Il semblerait donc
exister un gradient dÕexpression de myosine
dans le muscle rouge, ce qui constitue un
r�sultat original, observ� jusquÕalors dans la
composition en cha�nes l�g�res du muscle
rouge (Fauconneau et al 1994).

Des anticorps �galement issus de la s�rie 4
(S4 10H9 et S4 10H2) sont sp�cifiques en test
ELISA des myosines de truite et sp�cifiques
en Western des cha�nes lourdes de myosine.
Ces anticorps r�v�lent positivement les
petites fibres et �galement plus faiblement la
pointe des grandes fibres au sein du muscle
blanc (figure 1d). Il sÕagit de la premi�re
d�monstration dÕune h�t�rog�n�it� dans lÕex-
pression des isoformes de myosine dans le
muscle blanc chez les Salmonid�s. Cet anti-
corps ne r�v�le que quelques rares myotubes
in vitro (figure 1e).
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Enfin un anticorps issu de la s�rie 5 et
r�agissant en ELISA et en Western contre les
cha�nes lourdes de myosine donne une
r�ponse de type mosa�que, diff�rente de celle
d�crite pr�c�demment. Les fibres de taille
interm�diaire et les petites fibres r�agissent
fortement � la p�riph�rie et faiblement au
centre, alors quÕaucune r�v�lation nÕest obser-
v�e dans les grandes fibres (figure 1f).

LÕemploi de diff�rents anticorps semble
donc mettre en �vidence une h�t�rog�n�it�
tr�s forte jamais suspect�e jusquÕ� pr�sent
dans les muscles squelettiques blanc et rouge
des poissons. Certains anticorps sont des can-
didats int�ressants comme marqueurs des
petites fibres dans le muscle blanc, qui per-
mettront lÕ�tude ult�rieure de la croissance de
type hyperplasique dans le muscle.
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Figure 1. Révélation des chaînes 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 (1f).




