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Dossier :

rapide Ila et IIb
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E. Barrey
Biocytex : J. Nedelec

Le muscle squelettique est constitué de dif-
férents types de fibres qui interviennent dans
la contraction. Les proportions de ces types de
fibres influencent les caracteres d’intérét zoo-
technique, notamment la qualité organolep-
tique de la viande dans la plupart des especes
et la performance sportive chez les animaux
de course. La mise au point de méthodes de
caractérisation des différents types de fibres
permettra d’étudier plus précisément les rela-
tions entre typologie et caractéristiques mus-
culaires, afin de mieux maitriser celles-ci.

Chez les oiseaux comme chez les mammi-
feres, trois principaux types de fibres sont
généralement décrits. Ce sont les types I
(rouge lent oxydatif), IIA (rouge rapide oxydo-
glycolytique) et IIB (blanc rapide glycolytique)

Résumé

Des anticorps monoclonaux dirigés contre les chaines lourdes de myosine (MHC :
myosin heavy chain) de différentes espéces d’animaux : bovin, porc, poisson, pou-
let, dinde, cheval ont été produits. Ils ont été testés par immunohistologie sur des
coupes de muscle squelettique chez le bovin, le porc, le poisson, le poulet et la
dinde et par ELISA chez le cheval. Les différents anticorps retenus dans ce projet
permettent de nouvelles applications pour ’étude du muscle squelettique. En par-
ticulier deux anticorps monoclonaux peuvent étre utilisés pour classer par immu-
nohistologie les fibres IIA et IIB : 'un reconnaissant les MHC I et IIb chez le bovin
et le cheval et les MHC I, IIb et IIx chez le porc, Pautre reconnaissant les MHC Ila
et IIx chez le porc. D’autres anticorps ont permis de révéler une hétérogénéité
dans la composition en myosine des fibres des muscles blanc et rouge de poisson,
mais également dans la composition en myosine rapide des muscles de poulet et
de dinde, sans toutefois permettre dans ces deux espéces une distinction précise
des fibres IIA et IIB. De plus, chez la truite arc-en-ciel, un anticorps réagit plus
spécifiquement contre les myosines des petites fibres témoins d’'une myogénése de
novo dans le muscle blanc. Cependant il n’a pas été possible d’obtenir des anti-
corps spécifiques des fibres ITA et IIB utilisables en particulier en dosage ELISA ;
cette obtention demeure un objectif important pour la poursuite des travaux.
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(tableau 1). Cette typologie repose sur un
polymorphisme des chaines lourdes de la
myosine (MHC = Myosin Heavy Chain). En
effet, la myosine, qui représente environ 50 %
des protéines myofibrillaires, est une molé-
cule de grande taille composée de 2 chaines
lourdes (200 kDa) et de 4 chaines légeres
(de 15 a 30 kDa) (figure 1). C’est au niveau
des chaines lourdes que se trouve l'activité
ATPasique de la molécule, qui fournit I’éner-
gie nécessaire a la contraction. Jusqu’a pré-
sent 10 isoformes différentes de MHC ont été
identifiées (Pette et Staron 1990), les princi-
pales sont MHC I, ITa et IIb contenues respec-
tivement dans les fibres classées I, IIA et IIB
(tableau 1).

Les techniques utilisées classiquement dans
les différentes espéces pour le typage des
fibres reposent sur des méthodes histochi-
miques appliquées sur coupes de muscles.
Elles sont basées sur I'inhibition sélective de
Pactivité ATPasique myofibrillaire située au
niveau des tétes des chaines lourdes de myo-
sine (type contractile lent/rapide) (Brooke et
Kaiser 1970) et/ou sur la corévélation de l'acti-
vité d’'une enzyme du métabolisme énergé-
tique, la succinate déshydrogénase (type méta-
bolique oxydatif/glycolytique) (Peter et al
1972). L'emploi de ces techniques est long et
fastidieux, et donne des résultats plus ou
moins difficiles a interpréter. La possibilité
d’obtenir des anticorps spécifiques de diffé-
rents types de chaines lourdes de myosine a
été démontrée dans plusieurs especes. Ces
anticorps peuvent étre utilisés en immunohis-
tochimie sur coupes, en substitution des
méthodes d’histochimie, mais, surtout, ils peu-
vent étre employés dans d’autres techniques
telles que le Western-blot et le dosage ELISA.
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Figure 1. Schéma d’une molécule de myosine.
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Tableau 1. Caractéristiques contractiles et métaboliques des trois principaux

types de fibres musculaires.

Différents anticorps sont commercialisés,
cependant, jusqu’en 1995, aucun anticorps
spécifique des isoformes MHC Ila et IIb n’était
disponible dans le commerce pour aucune
espéce. Aussi, plusieurs équipes INRA se sont
associées a la société Biocytex afin de produire
des anticorps monoclonaux spécifiques des iso-
formes de myosine IIa et IIb chez le bovin, le
porc, le poisson, le poulet, la dinde et le cheval,
dans le cadre d’'un projet nommé « Noé ». La
démarche suivie ainsi que les résultats obte-
nus sont décrits dans ce dossier. De plus, les
applications possibles sont détaillées pour cha-
cune des espéces concernées.
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Production des anticorps monoclonaux spécifiques

Rapides
Type de fibres Lentes =1
ITA 1IB
Chaine lourde de myosine I Ila b
Activité ATPasique faible forte forte
Métabolisme oxydatif oxydo-glycolytique glycolytique
Ce dernier offre 'avantage d’étre quantitatif,
plus représentatif de I’ensemble du muscle
qu’une coupe histologique, et de pouvoir étre
appliqué sur un grand nombre d’échantillons.
C. JURIE,
J. NEDELEC",
B. PICARD des chaines lourdes de myosine
INRA Laboratoire
Croissance

et Métabolismes des
Herbivores, Theix,
63122 Saint-Genés
Champanelle

* Biocytex, 140,
Chemin de I’Armée
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Le principe de production des anticorps
monoclonaux consiste a extraire la myosine
des muscles d’animaux des différentes
espeéces, a la purifier et a I'injecter a des sou-
ris (immunisation) censées fabriquer des anti-
corps contre la myosine. Lorsqu’une bonne
réponse en anticorps est obtenue, les lympho-
cytes spléniques (cellules de la rate qui pro-
duisent des anticorps) sont fusionnés avec des
cellules d’une lignée de myélome (immor-
telles) grace a l'addition de polyéthyléne gly-
col qui induit la fusion membranaire. Les
lymphocytes ayant fusionné avec les cellules
de myélome sont repérés en culture sur un
milieu sélectif et sont appelés hybridomes.
Chaque hybridome est testé pour la produc-
tion d’anticorps anti-myosine. Si la réponse
est positive, la culture est clonée, c’est-a-dire
répartie dans des plaques multipuits de telle
sorte qu’il n’y ait qu’une cellule par puits,
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celle-ci étant a la fois immortelle et produc-
trice d’anticorps (monoclonal) (figure 1).

Protocole expérimental

Extraction de myosine purifiée

Pour chaque espéce, 'extraction de myosine
a été effectuée a partir d'un échantillon de 1 g
de muscle, congelé et conservé a — 80 °C.
Toutes les étapes de 'extraction ont été réali-
sées & + 4 °C afin d’inhiber l'action des pro-
téases.

Pour éviter des variations dues aux diffé-
rentes techniques de purification utilisables,
toutes les extractions de myosine purifiée ont
été réalisées par la méme personne du labora-
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Figure 1. Production des anticorps monoclonaux.
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toire Croissance et Métabolismes des Herbi-
vores de 'INRA. Au départ, deux techniques
ont été testées, une technique utilisant un
tampon Guba-Straub classique (Pearson et
Young 1989) et une technique décrite par
Martone et al (1986). Bien que différentes
dans la composition de leurs tampons d’extra-
ction, ces deux techniques sont basées sur le
méme principe, qui repose sur les propriétés
chimiques de la myosine, a savoir que celle-ci
est soluble a haute force ionique (> 0,23), inso-
luble & faible force ionique et possede la pro-
priété d’hydrolyser I'ATP.

L’échantillon est tout d’abord broyé et
homogénéisé dans un tampon de faible force
ionique pour extraire les protéines. Apres
centrifugation, le culot contenant la fraction
protéique myofibrillaire est repris dans un
tampon de haute force ionique afin de solubi-
liser la myosine. De ’ATP est ajouté pour dis-
socier les complexes actine-myosine et donc
libérer la myosine. Aprés une nouvelle cen-

trifugation, permettant entre autres d’élimi-
ner 'actine dans le culot, celle-ci n’étant pas
soluble a haute force ionique, le surnageant
contenant la myosine est récupéré. La myo-
sine est ensuite précipitée par addition
d’EDTA pour la technique de Pearson et
Young (1989) ou de KHCO, pour la technique
de Martone et al (1986), ces deux produits
permettant de diminuer ainsi la force
ionique. Cette étape s’est révélée la plus
importante d'un point de vue quantitatif. En
effet, le rendement en myosine avec la préci-
pitation au KHCO, est bien supérieur a celui
obtenu avec la précipitation a ’'EDTA. La
méthode de Martone et al (1986) donnant un
meilleur rendement et de plus étant plus
rapide a été retenue. Ces deux dernieres
étapes, solubilisation de la myosine et préci-
pitation avec KHCO, sont réalisées une
deuxiéme fois afin de purifier et de concen-
trer la myosine. Le culot final, obtenu apres
centrifugation, est repris avec un tampon de

INRA Productions Animales, mars 1998
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Tableau 1. Caractéristiques des hybridomes retenus par I’'ensemble des espéces.

g g . Isotype .
Spécificité Hybridome Immunoglobulines (ug/ml)) Espéces
anti-myosine totale S5 TE6 IgG1k (2,8) bovin, cheval, porc
anti-MHC I 5S4 9G11 IgM k (64) cheval
S4 17F7 1gG1 k (6,8) poulet
S5 TF10 IgG2b k (140) dinde
anti-MHC II S5 15F4 IgG1 K (8) bovin, cheval
S410G9 IgG1 k (22) cheval
S5 14B3 IgG (56) et IgG2b k (6,1) pore
S4 8E6 IgG1k (8) poisson
S5 16D12 IgM k (92) poulet
anti-MHC II mosaique S5 8F3 1gG2b k (94) poulet
S5 8H2 IgGlk (22) dinde
S5 7D4 IgG1 K (26) dinde
S511D6 IgG1k (3,6) dinde
anti-myosine (mosaique) S4 10H9 IgG1k (31) poisson
anti-MHC I + ITb S5 8H2 IgG1k (22) bovin, cheval, porc
anti-MHC Ila + IIx S5 7D4 IgG1 K (26) pore
anti-MHC IIb S4 10B6 IgG2b k (0,064) bovin
S4 9H5 IgG1 (22) et IgM k (12) poulet

solubilisation, additionné de glycérol a raison
de 50 % et conservé a — 20 °C.

Les extractions de myosine purifiée en vue
de 'immunisation ont été réalisées sur des
échantillons de muscles ne contenant que des
isoformes de chaines lourdes rapides (MHC
ITa, MHC IIb) :

- le muscle cutaneus trunci pour le bovin et
le cheval (bien que ce muscle ne soit pas
entierement rapide chez ce dernier) ;

- le semitendinosus pour le porc ;

- le posterior latissimus dorsi pour la dinde
et le poulet ;

- le muscle blanc de poisson.

De plus, des extractions de myosine purifiée
ont été réalisées en vue du tri : le muscle mas-
seter (MHC 1) pour le bovin, le pectoralis major
(MHC IIb) pour le poulet et la dinde, le dia-
phragma (MHC I, MHC Ila) pour le cheval.

Afin de vérifier la pureté des myosines obte-
nues, une €lectrophorese en gel de polyacryla-
mide a 12 % en présence de détergent SDS
(Laemmli 1970) a été réalisée pour chacune
des espéces. Les résultats obtenus ont montré
que l'extraction faite contenait des traces
d’autres protéines myofibrillaires (troponine
et/ou tropomyosine).

Immunisation

Six souris (S1 a S6) de la souche BALB/C
femelles agées de six semaines ont été immu-
nisées chacune par 4 injections d’extraits de
myosine sur une période de 79 jours. Les
immunisations ont été réalisées de la facon
suivante : S1 et S2 ont recu un mélange des
extraits de myosine de bovin et de cheval ; S3
et S4 ont recu un mélange des extraits de myo-
sine de poisson et de dinde ; S5 et S6 ont recu

INRA Productions Animales, mars 1998

un mélange des extraits de myosine de porc et
de poulet. Lors des trois premiéres injections
(a J0, J21 et J42) chaque souris a été immuni-
sée avec deux fois 20 ug de myosine des deux
especes différentes. La premiere injection (J0)
a été réalisée en présence d’adjuvant complet
de Freund et les deux injections suivantes
(J21 et J42) en présence d’adjuvant incomplet
de Freund ('adjuvant de Freund est une émul-
sion d’antigene dans l’huile capable d’augmen-
ter non spécifiquement la réponse immuni-
taire a un antigene ; il contient aussi des
mycobacterium tuberculosis tuées, 'adjuvant
incomplet n’en contient pas). La derniere
injection (J79) a été réalisée en intraveineux
avec deux fois 10 ug de myosine en PBS stérile
trois jours avant la fusion cellulaire.

Le choix d’immuniser les souris avec deux
types de myosine a été dicté par des impéra-
tifs d’organisation du travail. Ce choix n’est
pas génant car le systéme immunitaire des
mammiféres est habitué a répondre a des sti-
mulations variées et simultanées. La sélection
des anticorps spécifiques de chaque myosine
est réalisée par la suite : les anticorps sont
testés séparément sur chaque myosine ayant
servi a 'immunisation. Il est cependant clair
que les différentes myosines ont un fort
niveau d’homologie dans leur séquence, aussi,
certains anticorps monoclonaux produits
pourront reconnaitre des séquences com-
munes a toutes les myosines.

Testage des sérums polyclonaux

Des prélévements sanguins ont été réalisés
sur les souris aprés immunisation a J37 et
J57. Les sérums contenant les anticorps ont
été testés en ELISA (dosage quantitatif
immunoenzymatique) sur les différents ex-
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traits de myosine par la société Biocytex. Ils
ont également été testés en immunohistochi-
mie sur des coupes de muscles de chaque
espeéce par le laboratoire Croissance et Méta-
bolismes des Herbivores (INRA).

Les résultats ’ELISA et d’'immunohistochi-
mie montrent que les souris S3, S4, S5, S6 ont
développé une réponse forte contre les myo-
sines. Quelle que soit I'espece, leurs sérums
contiennent des anticorps capables de recon-
naitre différents types de MHC. Au vu de I'in-
tensité de la réponse, seuls les lymphocytes
des souris S4 et S5 ont été retenus pour réali-
ser une fusion.

Par contre, les souris S1 et S2, immunisées
avec les myosines de cheval et de bovin, ont
beaucoup moins bien répondu. Les sérums
obtenus n’ont pas permis de distinguer les
myosines, ceci dans toutes les espéces, méme
chez le bovin et le cheval. Ces sérums ne
contiennent donc pas d’anticorps capables de
reconnaitre les MHC. Il a donc été décidé de
poursuivre 'immunisation des souris S1 et S2
afin d’augmenter leur réponse a 'antigéne.
Par la suite, les lymphocytes de la souris S2
ont été fusionnés, mais sans succes.

Fusion

Les fusions cellulaires ont été réalisées
selon le protocole modifié de Kéhler et Mil-
stein (1975). Les hybridomes ont été préparés
par fusion entre les splénocytes d'une souris
immunisée (S4 et S5) et les cellules de myé-
lome X63 Ag8/653 ou celles du myélome
SP2/0-Agl4. Les deux types de cellules ont été
mélangés selon un rapport 5:1 en présence
d’une solution a 40 % de polyéthyléne glycol
de poids moléculaire 1500 selon le protocole
décrit a la figure 1. Les hybridomes (cellules
productrices d’anticorps et immortelles) ont
été ensuite ensemencés dans des micro-
plaques de culture.

Testage des surnageants
des hybridomes

Le surnageant des puits contenant une
seule cellule (clone) visible au microscope a
été testé pour la production d’anticorps spéci-
fiques de la myosine par dosage ELISA réa-
lisé par la société Biocytex. De plus, chaque
équipe INRA a testé environ 50 hybridomes,
les mémes pour les 6 espeéces, issus de la
fusion S4 (poisson + dinde) ou S5 (poulet +
porc), en ELISA (Picard et al 1994) pour
I’équipe cheval ou en immunohistologie

pour les équipes bovin, dinde, poisson, porc,
poulet.

Résultats

Les hybridomes testés se répartissent selon
4 groupes :

- des hybridomes qui ne reconnaissent
aucune myosine ;

- des hybridomes qui reconnaissent a la fois
les myosines rapides et les myosines lentes ;

- des hybridomes qui ne reconnaissent que
les myosines rapides, sans distinction entre
les fibres de type IIA et les fibres de type IIB ;

- quelques hybridomes (2 a 3) par
espece qui différencient 2 populations de
fibres rapides.

Chaque équipe a sélectionné 4 hybridomes
parmi les plus intéressants. Ils ont été a
nouveau testés en immmunohistologie sur
plusieurs muscles présentant des caractéris-
tiques contractiles différentes, mais égale-
ment en ELISA, en Western Blot ou en cul-
tures de cellules, selon les espéces. En
définive, seuls les hybridomes dont les carac-
téristiques sont décrites dans le tableau 1 ont
été retenus. L/utilisation possible des anti-
corps monoclonaux produits par ces hybri-
domes est détaillée dans les articles ci-apres
pour chacune des espéces concernées.
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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-
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giques sont réalisées a 'aide d’anticorps
monoclonaux anti-MHC issus du projet Noé :
S5 7D4, S5 8H2, S5 14B3, et S5 7E6). La liai-
son des anticorps est visualisée par l'activité
peroxydase a 'aide du kit Vectastain ABC
(Laboratoires Vector, référence PK 4002).

Résultats et discussion

Dans les 2 muscles étudiés, la coloration
ATPasique révele trois types de fibres : des
fibres colorées en noir (type I), en blanc (type
ITA) ou en gris (type IIB) (figures 1A et 2A).
Les proportions de fibres de type I, ITIA et IIB
sont respectivement de 10 %, 6 % et 84 %
dans le muscle LD, et 40 %, 25 % et 35 % dans
le muscle STR. Les fibres de types I et IIA
sont toujours riches en SDH (type r). En
revanche, les fibres IIB constituent une popu-
lation hétérogeéne en regard de la coloration
SDH. Dans le muscle LD, environ 12 % des
fibres IIB sont de type métabolique intermé-
diaire (IIBi), et 88 % sont de type blanc
(IIBw). Dans le muscle STR, 100 % des fibres
IIB sont de type métabolique intermédiaire
(IIBi) ou rouge (IIBr).

Dans le muscle LD, 'anticorps S5 7D4
marque fortement les fibre IIA de maniére
homogene, alors que les fibres IIB présentent
un marquage hétérogene (figure 1C). Les
fibres IIB les plus marquées par l'anticorps
S5 7D4 sont celles qui présentent la plus
forte activité SDH, elles sont généralement
en contact avec les ilots de fibres I et IIA. La
majorité des fibres IIB n’est pas reconnue par
P’anticorps S5 7D4, elles sont pauvres en
SDH (IIBw) et sont les plus éloignées du
centre des ilots de fibres I et ITIA. Chez
diverses espéces de laboratoire, les fibres
intitialement classées IIB par la méthode
ATPase correspondent en fait & un mélange
de fibres contenant des MHC IIx et/ou IIb
(Bar et Pette 1989, Schiaffino et al 1989,
DeNardi et al 1993). D’autre part, une dimi-
nution de I'activité SDH dans l'ordre I > ITA >
IIX > IIB a été mise en évidence chez ces
espeéces (Gorza 1990). Nos résultats sugge-
rent donc que 'anticorps S5 7D4 reconnait
spécifiquement les MHC Ila et IIx porcines,
alors que la MHC IIb, probablement présente
dans les fibres IIB pauvres en SDH (IIBw),
situées a la périphérie des ilots de fibres I-
ITA-IIX, n’est pas reconnue. Dans le muscle
STR, l'anticorps S5 7D4 marque fortement et
de maniére homogene les fibres ITA et IIB en
ATPase (figure 2C). Ce résultat suggere que
Pensemble des fibres IIB du muscle STR sont
en fait de type IIX, en accord avec un métabo-
lisme oxydatif plus élevé que celui des véri-
tables fibres IIB du muscle LD. Cet anticorps
ne reconnait pas les fibres de type I. Des
observations réalisées dans le muscle semi-
tendinosus chez des foetus de 75 jours (nais-
sance a 113 jours) suggeérent que I’anticorps
S5 7D4 ne reconnait pas les MHC embryon-
naire et feetale (non montré). En consé-
quence, 'anticorps S5 7D4 semble spécifique
des MHC Ila et IIx et peut étre utilisé pour

Figure 2. Coupes transversales sériées de muscle semitendinosus chez un porc

de 100 kg de poids vif.
A-F : idem figure 1.

| s5-14m3

révéler leur présence chez le porc au cours du
développement. Cependant, il ne permet pas
de distinguer les MHC IIa des IIx.

Dans les 2 muscles étudiés, 'anticorps S5
8H2 marque les fibres de type I et IIB en
ATPase, et ne réagit pas avec les fibres de
type IIA (figures 1D et 2D). Cet anticorps
reconnait donc les MHC I, IIx et IIb dans le
muscle squelettique du porc de 100 kg de
poids vif. Il marque 'ensemble des fibres dans
le muscle semitendinosus chez des feetus de
75 jours (non montré), suggérant des réac-
tions croisées avec les formes de MHC
embryonnaire et/ou feetale. De ce fait, ’anti-
corps S5 8H2 peut difficilement étre utilisé
pour caractériser le polymorphisme des MHC
au cours du développement chez le porc. En
revanche, il est utile pour identifier les fibres
matures qui ne renferment que la MHC Ila
(fibres pures ITA).

L’anticorps S5 14B3 marque ’ensemble des
fibres de type II en ATPase dans les muscles
LD et STR (figures 1E et 2E). Il reconnait
donc les MHC de type Ila, IIx et IIb chez le
porc de 100 kg de poids vif. La réaction posi-
tive avec I’ensemble des fibres de la seconde
génération dans le muscle semitendinosus
chez le feetus de 75 jours suggere une réaction
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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

B. FAUCONNEAU,

G. PABOEUF

INRA Physiologie
des Poissons,
Campus

de Beaulieu,

35042 Rennes Cedex

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

INRA Productions Animales, mars 1998

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).

INRA Productions Animales, mars 1998



156 / B. FAUCONNEAU, G. PABOEUF

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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Recherche d’anticorps dirigés contre les différents types

de fibres chez le poulet

Chez les oiseaux domestiques, les muscles
que lon trouve dans la cuisse et les pattes
sont généralement décrits comme étant de
type lent oxydatif. Au contraire, les muscles
pectoraux (muscles du filet) sont de typologie
variable. Ils présentent une typologie myofi-
brillaire mixte (oxydo-glycolytique ou IIA, et
glycolytique ou IIB) chez les palmipédes et les
oiseaux qui volent, et un caractére compléte-
ment glycolytique (fibres musculaires 100 %
IIB) chez la dinde et le poulet.

On connait par ailleurs les liens qui peu-
vent exister entre la typologie des fibres mus-
culaires et la qualité de la viande en général.
Ainsi, dans les muscles présentant différents
types de fibres dans des proportions variables,
la présence d’'une majorité de fibres de tel ou
tel type a un effet sur les caractéristiques
organoleptiques et technologiques de la
viande. Des études récentes ont par ailleurs
montré que des facteurs comme la vitesse de
croissance, 'age a I'abattage, ou la conforma-
tion des carcasses (augmentation du rende-
ment en muscles pectoraux) pouvaient modi-
fier la typologie des fibres dans certains
muscles. D’autres facteurs génétiques, comme
une plus ou moins grande susceptibilité au
stress, peuvent aussi entrainer des modifica-
tions de la typologie des muscles.

Des lors, il parait intéressant de mieux
comprendre comment les types de fibres mus-
culaires se mettent en place chez 'embryon
d’oiseau et de voir comment on pourrait mai-
triser ce facteur, notamment a I'aide de la
génétique. Pour cela, il semble indispensable
de posséder des outils de typologie fiables et
facilement utilisables en grande série. L'ob-
tention d’anticorps spécifiquement orientés
vers des types particuliers de fibres permet-
trait d’envisager une telle approche, notam-
ment au travers de biopsies exploitées en
immuno-histologie (simplification des tech-
niques actuelles en coupes sériées) ou avec
des méthodes ELISA.

Mode opératoire

Les muscles sélectionnés (3 au total) ont été
prélevés apres anesthésie et sacrifice d'un
poulet standard adulte (20 semaines). Les
deux muscles retenus avaient les caractéris-
tiques suivantes (en histologie classique) :

Posterior latissimus dorsi (PLD) : fibres ITA
et IIB ;

Pectoralis major (PM) : fibres IIB.

De plus le muscle sartorius (SART, fibres I,
IIA et IIB) a été conservé pour I’analyse histo-
logique.

Nous avons testé 70 anticorps issus des
séries S4 (poisson + dinde), S5 (poulet + porc)
et S2 (bovin + cheval).

L’ensemble des observations a été fait sur
des coupes congelées (7 um d’épaisseur).
Apres un rincage rapide dans du PBS, la
coupe est mise a incuber pendant 10 minutes
a température ambiante en présence de
sérum normal (4 % dans du PBS) afin de blo-
quer les sites non spécifiques. Les coupes sont
ensuite mises a incuber (chambre humide a +
4 °C) pendant une nuit en présence du surna-
geant a tester. Aprés deux ringages dans du
PBS, I'anticorps secondaire (FITC) est appli-
qué pendant une heure a température
ambiante, puis les coupes sont rincées abon-
damment au PBS et montées en milieu
aqueux. L'observation au microscope est réali-
sée immédiatement afin de réduire d’éven-
tuels problémes issus de I'extinction naturelle
de la fluorescence.

Résultats de la premiere
production d’anticorps

Dans un premier temps 5 groupes ont été
constitués selon l'efficacité de marquage des
différents anticorps sur les muscles PLD, PM
et SART des poulets adultes (tableau 1).

Nous avons également testé, dans les
mémes conditions, des anticorps produits par
Péquipe de Schiaffino, ce testage s’est avéré
de peu d'intérét chez 'espece poulet.

Parmi tous les anticorps, 7 ont été retenus
(S5 10H5, S5 12D1, S5 16D12, S5 8F3, S4
14B12, S4 9H5 ET S4 17F7) qui paraissaient
avoir un intérét plus particulier. Ils ont donc
été testés une nouvelle fois a des dilutions
plus importantes (1/10, 1/100 et 1/1000) afin
de s’assurer de leur spécificité. Ces résultats
obtenus en histologie ont été confrontés a
ceux obtenus par la technique du Western-
blot par la société Biocytex. Les résultats sont
présentés dans le tableau 2.

Pour trois anticorps, il y a une différence
nette entre les résultats des deux techniques.
En effet, ’anticorps S4 9H5, par exemple,
marque les fibres de type IIB en immunohis-
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Tableau 1. Résultats du testage des anticorps sur les muscles de poulets.

Groupe Marquage Proportion d’anticorps
G1 Pas de marquage 19/70 soit 27 %
G2 Marquage de toutes les fibres rapides 36/170 soit 51 %
G3 Marquage de toutes les fibres 9/170 soit 13 %
G4 Marquage non homogéne (mosaique) 5/70 soit 7%
G5 Marquage du tissu conjonctif 1/70 s0it 1%
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Tableau 2. Confrontation des résultats de spécificité de certains anticorps en fonction de la technique

d’identification des types de fibres utilisée.

Anticorps Histologie® Western-blot® Observations

S4 9H5 1IB - Non concordance Western - histologie
S4 14B12 Anti-rapide + Anticorps anti-fibre rapide

S4 17F7 Anti-lent - Anticorps anti-fibre lente

S5 8F3 ITA et quelques IIB Non concordance Western - histologie
S5 10H5 Anti-rapide - Non concordance Western - histologie
S512D1 Anti-rapide + Anticorps anti-fibre rapide

S516D12 Anti-rapide + Anticorps anti-fibre rapide

- = Négatif : absence de marquage ; + = Positif : présence de marquage.

@ Test effectué sur le muscle posterior latissimus dorsi (PLD).

tologie mais donne un résultat négatif lors du
testage en Western-blot. Or le muscle PLD,
qui a été utilisé en Western-blot, est toujours
décrit comme contenant des fibres de type IIA
et IIB chez le poulet. Le méme type de
remarque peut étre fait pour les anticorps
S5 8F3 et S5 10H5. Ces écarts peuvent étre
expliqués par une éventuelle modification
structurelle de la myosine au cours de son
extraction chimique ou de 1’électrophorese
séparative.

Par la suite, seuls les anticorps suivants ont
été retenus car ils présentaient un réel intérét
en immunohistologie et en Western-blot :

S4 17F7  anti-fibre I

S516D12 anti-fibre rapide

S58F3  anti-fibre ITIA (et certaines IIB)
S49H5 anti-fibre IIB.

Résultats de la deuxiéme
production d’anticorps

Ces 4 anticorps ont fait I'objet d'une nou-
velle production que nous avons testée dans
des conditions identiques a celles présentées
précédemment. Les résultats ont été quelque
peu modifiés par rapport aux précédents car
le marquage des fibres I (S4 17F7) a beaucoup
faibli en intensité et ceux des anticorps S5
16D12 et S5 8F3 ont disparu. Par contre le
marquage anti-IIB du S4 9H5 a persisté cor-
rectement. Pour essayer de corriger ces écarts
de révélation, les nouvelles productions d’an-
ticorps ont été utilisées a des dilutions plus
faibles (1/10 et 1/100) et avec des systémes de
révélation différents (Kit LSAB de Dako, Kit
Vectastain de Vector Laboratories). Mais les
résultats n’ont pas été améliorés et seuls les
anticorps S4 17F7 (anti-I) et S4 9H5 (anti-
IIB) ont été retenus pour de nouveaux tests.
Ces tests supplémentaires ont été effectués
sur des individus et des muscles différents de
ceux utilisés précédemment, mais dans les
mémes conditions que lors du criblage pri-
maire (utilisation de I’anticorps dilué au
1/1000 et révélation par le FITC (Sigma) au
1/500). Les muscles utilisés chez les différents
animaux étaient le posterior latissimus dorsi
(PLD, fibres IIA et IIB), le pectoralis major
(PM, fibres IIB), le sartorius (SART) et I’ad-
ducteur profond (AP) qui contiennent tous les

INRA Productions Animales, mars 1998

deux des fibres I, ITA et IIB. Les animaux uti-
lisés étaient tous issus de la méme souche et
ont été testés aux ages de 1 (n=4), 3 (n=4), 6
(n=4) 12 (n=4) et 20 (n=3) semaines.

Chez ’ensemble de ces individus, 'anticorps
S4 17F7 (anti-I) fonctionne correctement dans
I’ensemble des muscles ou des fibres lentes
sont présentes. On note cependant une inten-
sité de marquage plus ou moins forte suivant
les ages, le marquage paraissant plus intense
a partir de 3 semaines.

Pour ’anticorps S4 9H5 (anti-IIB), les
résultats sont beaucoup moins facilement
interprétables. Ainsi, on obtient 100 % de
marquage correct chez 2 individus sur 3 a
lage de 20 semaines et simplement 83 % de
marquage correct chez le troisiéme. Dans ce
dernier cas, 17 % des fibres identifiées comme
étant IIB en histologie classique ne sont pas
reconnues par l’anticorps. La proportion de
fibres correctement marquées varie ensuite
beaucoup selon 1’dge, mais se situe toujours
autour de 60 a 70 %. Ces chiffres sont en fait
le résultat des moyennes calculées sur tous
les individus d’'un méme 4ge pour les muscles
PLD, SART et AP. De plus, chez certains indi-
vidus, l'efficacité du marquage pour cet anti-
corps varie en fait de 75 % a 100 % (pour des
champs différents pris dans le méme muscle)
dans le muscle SART a 3 semaines et dans le
PLD a 6 semaines.

Dans le muscle PM, au contraire, le mar-
quage des fibres est totalement efficace, sauf
a l’age de 1 semaine ou l'efficacité est voisine
de 85 %. Cette hétérogénéité est aussi consta-
tée dans les autres muscles ; elle est probable-
ment due a un typage non homogeéne des
fibres IIB a cet age.

Conclusion

De facon générale, on ne peut pas retenir
une compléte spécificité de marquage de I'an-
ticorps S4 9H5 et ce d'un 4ge ou d’'un muscle a
Pautre.

Il faut en conclure que :

- soit l'anticorps reconnait un épitope qui
n’est pas représenté a 100 % dans toutes les
fibres IIB de tous les poulets testés, c’est-a-
dire que l'anticorps reconnait une sous-classe
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de fibres particuliéres que l’'on ne distingue
pas des IIB en histologie classique ;

- soit la technique d’identification des fibres
IIB (ATPase acide classique) est imparfaite et
ne permet pas de systématiquement bien
typer les fibres musculaires.

Il est bien difficile de choisir entre ces deux
hypothéses car on sait que certaines fibres
existent mais ne sont pas détectables en histo-
logie classique (cas des fibres IIx chez le porc).
On sait aussi que la typologie myofibrillaire
est dans un état dynamique (avec des possibili-

tés de passage d'un type a autre) et qu’il peut
donc aussi y avoir des fibres dans un état
intermédiaire de fagon transitoire et normale.

Quoiqu’il en soit, il parait impossible d’es-
sayer d’utiliser ces anticorps aujourd’hui en
substitution des techniques ATPasiques clas-
siques. De plus la perte totale de réactivité
des anticorps S5 16D12, S5 8F3 et la diminu-
tion apparente de l'affinité du S4 17F7 sont
encore un point d’interrogation supplémen-
taire sur leur spécificité réelle pour les types
de fibres initialement identifiées.

Anticorps anti-chaines lourdes de myosine : outils d’étude
de la régénération musculaire dans I'espece dinde

La production de dindes de souche médium-
alourdie (méales de 16 semaines abattus a
12 kg environ et femelles de 12 semaines
abattues a 7 kg) fournit des carcasses utili-
sées en découpe. Les produits issus de cette
découpe ont des valeurs commerciales diffé-
rentes : les pectoraux procurent une viande
blanche (correspondant & des muscles
rapides) transformée en escalopes ou rotis,
c’est la partie noble ; les cuisses et, dans une
moindre mesure, les ailes sont composées de
viande rouge, correspondant a des muscles
mixtes rapides et lents. Ils sont a l'origine de
steak, osso bucco et blanquette. Actuellement,
la transformation de la viande pour fournir
des produits de charcuterie est encore peu
développée, méme si cette transformation
semble représenter un débouché d’avenir.

Les notions de qualité de la viande de dinde
se résument aujourd’hui a deux probléma-
tiques différentes : la premiére concerne la
couleur des muscles blancs (hétérogénéité de
couleur ainsi que grisaillement) c’est-a-dire
quasi-exclusivement les muscles pectoraux ;
la seconde a trait a 'exsudation des viandes
apres transformation. Or, les muscles pecto-
raux sont des muscles homogenes rapides, for-
més presque totalement de fibres de type IIB.
La production d’anticorps permettant de dis-
criminer les chaines lourdes de myosine
(MHC) des types Ila et IIb dans le but de
typer les fibres musculaires n’a donc pas,
dans 'espéce dinde, 'intérét qu’elle peut avoir
en termes de qualité des viandes et de sélec-
tion dans d’autres especes.

En revanche, cette production d’anticorps
présente un intérét en tant qu’outil d’étude de
la biologie du tissu musculaire. En effet, pour
I’étude de la croissance du tissu musculaire

aussi bien que pour I'étude de sa régénération
apres lésion, 'expression des isoformes de
myosine est un excellent marqueur de la diffé-
renciation cellulaire.

Au cours de la croissance, les fibres muscu-
laires multinucléées fusionnent avec des myo-
blastes issus de la prolifération de cellules
satellites. Le nombre de noyaux des fibres
croit, ce qui permet, par 'intermédiaire des
syntheses de myofilaments, d’augmenter la
taille de la cellule, car le rapport nucléo-cyto-
plasmique est constant dans un type de fibre
donné.

Apres lésion de la fibre musculaire, les
zones nécrosées sont éliminées par phagocy-
tose macrophagique, puis les cellules satel-
lites fournissent les myoblastes qui fusion-
nent avec la fibre blessée ou fusionnent entre
eux pour fournir des néo-myotubes.

Apres la fusion, ces néo-myotubes ou cer-
taines portions de fibres matures synthétisent
les protéines contractiles avec une succession
d’isoformes qui reproduit le décours temporel
observé pendant le développement embryon-
naire. La mise en évidence de ces isoformes
est un moyen d’étude de la différenciation cel-
lulaire et de l'action de facteurs modulant le
développement du tissu.

Nous utilisons au laboratoire, en immuno-
fluorescence ou en immunohistoenzymologie,
plusieurs anticorps anti-isomyosines dévelop-
pementales dans le cadre de travaux sur la
régénération musculaire, et en immunocyto-
chimie sur culture de cellules satellites pour
caractériser les populations de cellules. La
possession d’anticorps anti-MHC Ila et IIb
compléterait de facon trés intéressante la
gamme existante.
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Conditions expérimentales

Les anticorps monoclonaux anti-MHC pro-
duits dans le cadre du projet Noé ont tous été
testés sur différents muscles de dinde par
immunofluorescence : les coupes réalisées au
cryostat ont été fixées a l'acétone a 4 °C pen-
dant 30 minutes puis incubées avec I’anti-
corps primaire dilué au 1/10 et 2 % de BSA
pendant 1 heure a 37 °C puis lavés dans du
PBS pH 7,2. Les coupes ont ensuite été incu-
bées a la température de la piece avec I’anti-
corps secondaire lié au FITC (Euromedex AP
160F) dilué au 1/100 pendant 1 heure.
Lorsque le signal paraissait prometteur, un
contréle a une dilution de 'anticorps primaire
a 1/100 a été réalisé.

Afin de fixer avec précision le type de
chaque anticorps, chacun d’entre eux a été uti-
lisé sur 4 muscles coupés en congélation : le
pectoral (pectoralis major), composé presque
exclusivement de fibres de type IIB, le PLD
(posterior latissimus dorsi), composé d’un
mélange de fibres de type ITIA et IIB, I'ITC
(tliotibialis cranialis), formé d’'une zone hété-
rogéne composée de fibres de type I, ITA et IIB
et d’'une zone hétérogéne composée de fibres de
type IIA et IIB, et 'ALD (anterior latissimus
dorst), composé de fibres de type III.

Résultats

Les résultats suivants ont été obtenus :

- 1 anticorps a fourni un marquage tres
faible des fibres squelettiques mais il mar-
quait tres fortement les artéres présentes sur
la coupe (MHC spécifique de fibre musculaire
lisse) ;

- 32 anticorps ont fourni un signal nul ou
faible ;

- 1 anticorps un signal tres faible sur des
fibres de type III (Ientes) ;

- 16 anticorps un signal positif sur les
fibres de type II, sans les différencier ;

- 5 anticorps pan-myosine (c’est-a-dire cou-
vrant toutes les isoformes de myosine), mar-
quage de toutes les fibres ;

- 3 pan-myosine avec un signal supérieur
pour les fibres de type I (lentes) ;

- 3 pan-myosine avec un signal supérieur
pour les fibres de type II (rapides) ;

- 3 anticorps ont fourni un signal restreint
aux fibres de type II, mais en se fixant de
facon plus marquée sur certaines fibres II et
beaucoup plus faible sur d’autres fibres II,
aboutissant a la formation d'une mosaique &
Pobservation des coupes transversales.

Ces trois derniers anticorps, a savoir S5
8H2, S5 7D4 et S5 11D6, ainsi que I’anticorps
anti-I S5 7F10 ont été retenus.

L’analyse en Western-blot a montré que
deux des anticorps anti-myosine rapide four-
nissant une mosaique en immunofluorescence
étaient des anticorps anti-II, et que le troi-
siéme était un anticorps anti-Ila, mais la
mosaique observée ne correspond pas a une
distribution de fibres de type IIA et IIB, des
fibres IIB étant positives. On peut interpréter
cette distorsion par I'existence de fibres conte-
nant a la fois des isoformes Ila et IIb corres-
pondant a une maturation incompléte.

Les anticorps générés par ce projet consti-
tuent des outils utilisables en immunohisto-
chimie. Ils sont en cours de test sur des myo-
tubes issus de la régénération musculaire in
vivo et sur des myoblastes en culture.

Analyse de la composition en chaines lourdes de myosine
chez le cheval : application a la sélection du cheval de course

La performance du cheval de course dépend
de plusieurs facteurs biologiques interdépen-
dants : la respiration, la circulation sanguine,
le métabolisme énergétique, les contractions
musculaires, la locomotion et I'aptitude com-
portementale. Les propriétés contractiles et
métaboliques des muscles propulseurs consti-
tuent I'un des facteurs limitants qui détermi-
nent la force et ’endurance du cheval a la
course (Barrey 1994). La force développée par
les contractions musculaires dépend a la fois
du nombre total et du type de fibres qui com-
posent le muscle. Chez le cheval, il existe trois
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isoformes de la chaine lourde de la myosine :
la myosine lente (MHC I), et deux myosines
rapides (MHC IIa et MHC IIb). Les fibres
musculaires trés riches en isoforme MHC IIb
produisent des contractions plus puissantes
mais moins durables. Une fibre musculaire
peut étre composée de plusieurs isoformes de
la myosine (I+Ila ou Ila+IIb) et la myosine
dominante détermine le type de fibre parmi
les types lent (I) ou rapides (ITA, IIB) lors-
qu’on les observe en histologie par la méthode
de coloration ATPase (Rivero et al 1996). Le
type de fibre rapide dénommée IIC en histolo-
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gie correspond en fait & un mélange des iso-
formes I et IIa de la myosine rapide qui donne
une coloration intermédiaire. Contrairement
a d’autres mammiferes, le cheval adulte ne
semble pas avoir de quatriéme isoforme IIx de
la chaine lourde de la myosine. Cependant, la
myosine MHC IIb du cheval a les mémes pro-
priétés de migration en électrophorése que la
myosine MHC IIx du rat, ce qui indiquerait
qu’il s’agit peut-étre de la méme isoforme
(Rivero et al 1996).

Afin de proposer des critéres objectifs de
sélection précoce des meilleurs chevaux de
course, il paraissait intéressant d’estimer la
composition en myosine de certains muscles
propulseurs de la croupe. La composition en
myosine de plusieurs muscles a été étudiée
pour choisir un muscle qui soit a la fois repré-
sentatif du travail de propulsion en course et
facile a prélever de maniére standardisée. Le
muscle fessier moyen (gluteus medius) réunit
ces conditions et une étude de morphométrie
par échographie a permis de définir deux
points de prélevement standardisés dans les
parties dorsale et ventrale du muscle.

Pour envisager des études quantitatives sur
des chevaux de valeur, il fallait disposer d’'une
technique de dosage sur micro prélévement
(10-30 mg) qui soit fiable, productive et peu
coliteuse. L’emploi d’'un anticorps monoclonal
dirigé contre la myosine lente a permis de
mettre au point une technique de dosage
immunoenzymatique ELISA chez les bovins
(Picard et al 1994) qui a été adaptée pour le
cheval (Barrey et al 1995). Par la suite, 1'utili-
sation d’'un second anticorps dirigé contre les
deux isoformes de la myosine rapide a amé-
lioré la technique de dosage (Valette et al
1995).

Une premiere étude de la composition en
mysosine du muscle fessier moyen chez les
chevaux de race Anglo-Arabe a permis d’éta-
blir la relation avec les performances en com-
pétition et d’estimer pour la premiére fois la
composante génétique de ce caractére. Les
meilleures performances étaient obtenues en
course de galop (course sur un terrain plat
d’environ 2 000 m) et en concours de saut
d’obstacle (parcours d’obstacles) par des che-
vaux dont le muscle fessier moyen était plus
riche en myosine rapide (Barrey et al 1997a).
La différence de composition avec les chevaux
ayant obtenu de moins bonnes performances
était d’environ 6 % dans les deux disciplines.
L’héritabilité du pourcentage de myosine
rapide dans le muscle fessier moyen (gluteus
medius) et le muscle de la cuisse (gluteobiceps
femoris) a été estimée, pour la premiere fois
chez le cheval, a 13 % dans la race Anglo-
Arabe, avec toutefois encore une large incerti-
tude sur cette valeur (Erreur standard = 0,10)
(Barrey et al 1997b). Cette héritabilité semble
plutot faible par rapport a celle dans les
autres especes, car il existe une grande homo-
généité de ce caractére musculaire dans cette
race qui a déja été sélectionnée pour la course.
Ces premiers résultats ont montré I'intérét de
poursuivre ces travaux dans le but de faire
des analyses en routine de la composition en

Figure 1. Identification du type de fibre musculaire par immunohistologie (A, B,
C) et histoenzymologie (D). Des coupes sériées du muscle latissimus dorsi d’un
cheval ont été marquées par 3 anticorps monoclonaux dirigés respectivement
contre les isoformes de la chaine lourde de la myosine : SC 71 anti-MHC IIA
(figure 1A), S5 8H2 anti-MHC I+lIb (figure 1B) et BF 35 anti-MHC I+lIA. Pour
comparaison, la coloration histologique classique est présentée figure 1D. Elle
est basée sur la révélation de I'activité enzymatique des ATPases myofibrillaires
apres une incubation alkaline a pH 10,4. Les types de fibres identifiés sont les
suivants : 1= fibre lente contenant MHC I, 2= fibre rapide a dominante MHC IIA,
3= fibre rapide a dominante MHC lIb, 4=fibre rapide mixte de type IIC qui
comprend les myosines MHC Ila+lIb. Ces coupes histologiques ont été obtenues
avec la collaboration de J.L. Rivero (Université de Cordoba, Espagne).

myosine pour aider a la sélection précoce des
chevaux de course.

La faible variabilité phénotypique et géné-
tique des races de chevaux de course incite a
perfectionner la méthode de dosage afin de
pouvoir distinguer la composition en deux iso-
formes de la myosine : MHC IIa et MHC IIb.
En effet, les muscles plus riches en myosine
ITa ont une meilleure aptitude a se contracter
pendant une durée de quelques minutes tan-
dis que ceux qui sont plus riches en myosine
ITb peuvent développer des contractions plus
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puissantes pendant moins longtemps. Ainsi,
le cheval de course (Pur sang) adapté a une
distance d’environ 2 000 m aurait des muscles
plus riches en MHC IIa, tandis que le sprinter
courant sur une courte distance (< 1 000 m)
aurait davantage de MHC IIb et le cheval
d’endurance (course de marathon de plus de
100 km) aurait une proportion élevée de la
somme des myosines MHC I et MHC IIa. Afin
de doser ces différentes myosines, il fallait
disposer d’anticorps monoclonaux spécifiques
et améliorer la technique de dosage ELISA.

Anticorps monoclonaux dirigés
contre les MHC du muscle équin

Tous les anticorps monoclonaux obtenus
dans le projet Noé ont été testés dans un pre-
mier temps par la méthode ELISA en utilisant
des muscles de référence, de composition
déterminée préalablement par électrophorese :
masseter, cutaneus trunci, diaphragma, semi-
tendinosus. Dans un deuxiéme temps, les anti-
corps retenus ont été testés par Western-blot,
puis utilisés en immunohistologie pour typer
les fibres sur des coupes sériées (J.L. Rivero
1997, données non publiées). En plus des anti-
corps produits par 'INRA, nous avons testé,
selon la méme procédure, des anticorps anti-
MHC IIa (SC 71), MHC IIb (BF F3) et MHC 1
(BA D5) spécifiques du muscle de rat, issus des
travaux de Schiaffino et al (1989). Le tableau 1
résume les résultats obtenus avec les anticorps
qui présentent un intérét pour analyser le
muscle du cheval. Les anticorps dirigés contre
la MHC I sont réactifs chez le cheval, comme
dans de nombreuses autres espéces. Par
contre, la spécificité anti-MHC Ila de I'anti-
corps SC 71 semble limitée au rat et au cheval
(figure 1). Aucun anticorps anti-MHC IIb n’a
été identifié pour le muscle du cheval mais il
existe un anticorps (S5 8H2) ayant une double
réactivité avec les myosines MHC I et MHC
ITb. Ce marquage présente un intérét pour
I’identification des fibres musculaires par
immunohistologie d’autant plus qu’il n’existe
aucun autre anticorps susceptible de marquer
spécifiquement les fibres IIb (figure 1).

Détermination
de la composition en MHC Ila
par une technique ELISA

L’anticorps monoclonal anti-MHC IIa (SC
71) nous a permis de perfectionner le dosage
ELISA des isoformes de la myosine du muscle
gluteus medius chez le cheval. De méme que
pour le dosage des myosines lente et rapide
totales, une gamme étalon est établie pour
déterminer la relation entre la densité
optique du produit coloré final de la réaction
immunoenzymologique et le pourcentage de
myosine MHC IIa. Deux muscles de référence
peuvent étre utilisés pour établir cette courbe
de calibration : le muscle gluteus medius ou le
gluteobiceps qui a 'avantage d’étre plus riche
en MHC Ila (environ 60 %). La composition
en myosine du muscle de référence est tout
d’abord déterminée par électrophorese (Tal-
madge et Roy 1993), puis différentes dilutions
de la MHC IIa sont dosées par la technique
ELISA afin de construire une droite de cali-
bration qui met en relation la proportion en
MHC IIa et la densité optique de la réaction
immunoenzymatique. Ainsi, trois anticorps
monoclonaux permettent de déterminer la
composition en chaines lourdes de la myosine
MHC I, Ila et II totale et on en déduit par dif-
férence le pourcentage de MHC IIb.

Conclusion

L'obtention d’anticorps monoclonaux dirigés
spécifiquement contre un type de chaine
lourde rapide MHC IIa et MHC IIb du cheval
s’est avérée une opération difficile qui a
nécessité la mise en ceuvre de plusieurs
méthodes d’analyse pour s’assurer de la spéci-
ficité des anticorps a tester (ELISA, immuno-
histologie, électrophorése et Western-blot).
Parmi les anticorps obtenus par I'INRA en
collaboration avec Biocytex, un seul présente
une réelle originalité pour I'espéce équine
puisqu’il marque les myosines IIb et I en
immunohistologie. D’autres anticorps, moins
originaux puisqu’ils étaient déja disponibles
sur le marché, ont une affinité soit pour la

Tableau 1. Caractéristiques des anticorps monoclonaux du projet Noé et de Schiaffino et al (1989) ayant
une affinité pour les isoformes des chaines lourdes de la myosine chez le cheval.

Anticorps Origine Isotype Immunohistologie ELISA
S5 8H2 INRA® Ig G1 kappa I+I1B MHC I+IIb
S5 15F4 INRA Ig G1 kappa ITA +1IB MHCII
5S4 10G9 INRA Ig G1 kappa ITA +1IB MHCII
S5 TE6 INRA Ig G1 kappa I+ITA+IIB MHC I+ITa+IIb
5S4 9G11 INRA Ig M kappa I MHCI
SC 171 Schiaffino et al 1989 @ Ig G1 kappa IIA et hybrides IIC (I+I1A) MHC Ila
ou ITAB (ITA+IIB)
BF F3 Schiaffino et al 1989 Ig M kappa rien rien
BA D5 Schiaffino et al 1989 Ig G2 b kappa I MHCI

" Anticorps conservés par Biocytex (Marseille, France).

@ Anticorps conservés et commercialisés par DSM (Braunschweig, Allemagne).
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chaine lourde de la myosine lente (MHC 1),
soit pour les chaines lourdes des myosines
rapides (MHC II totale). Un anticorps (SC 71)
ayant une bonne spécificité pour la chaine
lourde de la myosine rapide de type IIa (MHC
ITa) chez le cheval a été identifié parmi les
anticorps monoclonaux obtenus par une autre
équipe (Schiaffino et al 1989). Cet anticorps
est utilisable pour les dosages par la tech-
nique ELISA et permettra de compléter nos
connaissances sur la relation entre le profil
musculaire et 'aptitude du cheval de course.
Dans l'avenir, 'obtention d'un anticorps com-
plémentaire dirigé contre la chaine lourde de
la myosine IIb permettrait d’améliorer la pré-
cision de la technique de dosage ELISA.
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Abstract

Production and utilisation of monoclonal anti-
bodies against myosin heavy chain isoforms in
different species.

Monoclonal antibodies specific to myosin heavy
chains (MHC) of different species of animals :
bovine, pig, fish, chicken, turkey, horse have been
produced. They have been tested by immunohisto-
logy on sections of skeletal muscle in bovine, pig,
fish, chicken and turkey and by ELISA in horse.
The different antibodies selected in the project
allowed new applications for the study of skeletal
muscle. In particular, two monoclonal antibodies
can be used to classify by immunohistology the
fibres IIA and IIB : one of them recognizing MHC I
and IIb in bovine and horse and MHC I, IIb and IIx
in pig, the other recognizing MHC Ila and IIx in
pig. Some antibodies revealed heterogeneity in the

myosin composition of fibres of white and red fish
muscles as in the composition of fast myosin in
chicken and turkey muscles without allowing a
precise distinction of fibres ITA and IIB in the two
species. More, in the rainbow trout, an antibody
recognized more specifically the myosins of little
fibres markers of the myogenesis de novo in the
white muscle. However the obtention of specific
antibodies against MHC Ila and IIb usable in par-
ticular in ELISA has not been achieved and
remains an important necessity.
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