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R�sum�
Des anticorps monoclonaux dirig�s contre les cha�nes lourdes de myosine (MHC :
myosin heavy chain) de diff�rentes esp�ces dÕanimaux : bovin, porc, poisson, pou-
let, dinde, cheval ont �t� produits. Ils ont �t� test�s 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 diff�rents anticorps retenus dans ce projet
permettent de nouvelles applications pour lÕ�tude du muscle squelettique. En par-
ticulier deux anticorps monoclonaux peuvent �tre utilis�s pour classer par immu-
nohistologie les fibres IIA et IIB : lÕun reconnaissant les MHC I et IIb chez le bovin
et le cheval et les MHC I, IIb et IIx chez le porc, lÕautre reconnaissant les MHC IIa
et IIx chez le porc. DÕautres anticorps ont permis de r�v�ler une h�t�rog�n�it�
dans la composition en myosine des fibres des muscles blanc et rouge de poisson,
mais �galement dans la composition en myosine rapide des muscles de poulet et
de dinde, sans toutefois permettre dans ces deux esp�ces une distinction pr�cise
des fibres IIA et IIB. De plus, chez la truite arc-en-ciel, un anticorps r�agit plus
sp�cifiquement contre les myosines des petites fibres t�moins dÕune myog�n�se de
novo dans le muscle blanc. Cependant il nÕa pas �t� possible dÕobtenir des anti-
corps sp�cifiques des fibres IIA et IIB utilisables en particulier en dosage ELISA ;
cette obtention demeure un objectif important pour la poursuite des travaux.

Le muscle squelettique est constitu� de dif-
f�rents types de fibres qui interviennent dans
la contraction. Les proportions de ces types de
fibres influencent les caract�res dÕint�r�t zoo-
technique, notamment la qualit� organolep-
tique de la viande dans la plupart des esp�ces
et la performance sportive chez les animaux
de course. La mise au point de m�thodes de
caract�risation des diff�rents types de fibres
permettra dÕ�tudier plus pr�cis�ment les rela-
tions entre typologie et caract�ristiques mus-
culaires, afin de mieux ma�triser celles-ci.

Chez les oiseaux comme chez les mammi-
f�res, trois principaux types de fibres sont
g�n�ralement d�crits. Ce sont les types I
(rouge lent oxydatif), IIA (rouge rapide oxydo-
glycolytique) et IIB (blanc rapide glycolytique)

(tableau 1). Cette typologie repose sur un
polymorphisme des cha�nes lourdes de la
myosine (MHC = Myosin Heavy Chain). En
effet, la myosine, qui repr�sente environ 50 %
des prot�ines myofibrillaires, est une mol�-
cule de grande taille compos�e de 2 cha�nes
lourdes (200 kDa) et de 4 cha�nes l�g�res 
(de 15 � 30 kDa) (figure 1). CÕest au niveau
des cha�nes lourdes que se trouve lÕactivit�
ATPasique de la mol�cule, qui fournit lÕ�ner-
gie n�cessaire � la contraction. JusquÕ� pr�-
sent 10 isoformes diff�rentes de MHC ont �t�
identifi�es (Pette et Staron 1990), les princi-
pales sont MHC I, IIa et IIb contenues respec-
tivement dans les fibres class�es I, IIA et IIB
(tableau 1).

Les techniques utilis�es classiquement dans
les diff�rentes esp�ces pour le typage des
fibres reposent sur des m�thodes histochi-
miques appliqu�es sur coupes de muscles.
Elles sont bas�es sur lÕinhibition s�lective de
lÕactivit� ATPasique myofibrillaire situ�e au
niveau des t�tes des cha�nes lourdes de myo-
sine (type contractile lent/rapide) (Brooke et
Kaiser 1970) et/ou sur la cor�v�lation de lÕacti-
vit� dÕune enzyme du m�tabolisme �nerg�-
tique, la succinate d�shydrog�nase (type m�ta-
bolique oxydatif/glycolytique) (Peter et al
1972). LÕemploi de ces techniques est long et
fastidieux, et donne des r�sultats plus ou
moins difficiles � interpr�ter. La possibilit�
dÕobtenir des anticorps sp�cifiques de diff�-
rents types de cha�nes lourdes de myosine a
�t� d�montr�e dans plusieurs esp�ces. Ces
anticorps peuvent �tre utilis�s en immunohis-
tochimie sur coupes, en substitution des
m�thodes dÕhistochimie, mais, surtout, ils peu-
vent �tre employ�s dans dÕautres techniques
telles que le Western-blot et le dosage ELISA.



Ce dernier offre lÕavantage dÕ�tre quantitatif,
plus repr�sentatif de lÕensemble du muscle
quÕune coupe histologique, et de pouvoir �tre
appliqu� sur un grand nombre dÕ�chantillons.

Diff�rents anticorps sont commercialis�s,
cependant, jusquÕen 1995, aucun anticorps
sp�cifique des isoformes MHC IIa et IIb nÕ�tait
disponible dans le commerce pour aucune
esp�ce. Aussi, plusieurs �quipes INRA se sont
associ�es � la soci�t� Biocytex afin de produire
des anticorps monoclonaux sp�cifiques 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 dÕun projet nomm� Ç No� È. La
d�marche suivie ainsi que les r�sultats obte-
nus sont d�crits dans ce dossier. De plus, les
applications possibles sont d�taill�es pour cha-
cune des esp�ces concern�es.
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Figure 1. Schéma d’une molécule de myosine.

Tableau 1. Caractéristiques contractiles et métaboliques des trois principaux
types de fibres musculaires.

Type de fibres Lentes = I
Rapides

IIA IIB

Cha�ne lourde de myosine I IIa IIb
Activit� ATPasique faible forte forte
M�tabolisme oxydatif oxydo-glycolytique glycolytique
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COOH
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NH2
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A
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AAA
A

C

C

N

N

TêteQueue
(2 hélices α enroulées)

Production des anticorps monoclonaux sp�cifiques 
des cha�nes lourdes de myosine

Le principe de production des anticorps
monoclonaux consiste � extraire la myosine
des muscles dÕanimaux des diff�rentes
esp�ces, � la purifier et � lÕinjecter � des sou-
ris (immunisation) cens�es fabriquer des anti-
corps contre la myosine. LorsquÕune bonne
r�ponse en anticorps est obtenue, les lympho-
cytes spl�niques (cellules de la rate qui pro-
duisent des anticorps) sont fusionn�s avec des
cellules dÕune lign�e de my�lome (immor-
telles) gr�ce � lÕaddition de poly�thyl�ne gly-
col qui induit la fusion membranaire. Les
lymphocytes ayant fusionn� avec les cellules
de my�lome sont rep�r�s en culture sur un
milieu s�lectif et sont appel�s hybridomes.
Chaque hybridome est test� pour la produc-
tion dÕanticorps anti-myosine. Si la r�ponse
est positive, la culture est clon�e, cÕest-�-dire
r�partie dans des plaques multipuits de telle
sorte quÕil nÕy ait quÕune cellule par puits,

celle-ci �tant � la fois immortelle et produc-
trice dÕanticorps (monoclonal) (figure 1).

Protocole exp�rimental

Extraction de myosine purifi�e
Pour chaque esp�ce, lÕextraction de myosine

a �t� effectu�e � partir dÕun �chantillon de 1 g
de muscle, congel� et conserv� � Ð 80 oC.
Toutes les �tapes de lÕextraction ont �t� r�ali-
s�es � + 4 oC afin dÕinhiber lÕaction des pro-
t�ases.

Pour �viter des variations dues aux diff�-
rentes techniques de purification utilisables,
toutes les extractions de myosine purifi�e ont
�t� r�alis�es par la m�me personne du labora-



toire Croissance et M�tabolismes des Herbi-
vores de lÕINRA. Au d�part, deux techniques
ont �t� test�es, une technique utilisant un
tampon Guba-Straub classique (Pearson et
Young 1989) et une technique d�crite par
Martone et al (1986). Bien que diff�rentes
dans la composition de leurs tampons dÕextra-
ction, ces deux techniques sont bas�es sur le
m�me principe, qui repose sur les propri�t�s
chimiques de la myosine, � savoir que celle-ci
est soluble � haute force ionique (> 0,23), inso-
luble � faible force ionique et poss�de la pro-
pri�t� dÕhydrolyser lÕATP.

LÕ�chantillon est tout dÕabord broy� et
homog�n�is� dans un tampon de faible force
ionique pour extraire les prot�ines. Apr�s
centrifugation, le culot contenant la fraction
prot�ique myofibrillaire est repris dans un
tampon de haute force ionique afin de solubi-
liser la myosine. De lÕATP est ajout� pour dis-
socier les complexes actine-myosine et donc
lib�rer la myosine. Apr�s une nouvelle cen-

trifugation, permettant entre autres dÕ�limi-
ner lÕactine dans le culot, celle-ci nÕ�tant pas
soluble � haute force ionique, le surnageant
contenant la myosine est r�cup�r�. La myo-
sine est ensuite pr�cipit�e par addition
dÕEDTA pour la technique de Pearson et
Young (1989) ou de KHCO3 pour la technique
de Martone et al (1986), ces deux produits
permettant de diminuer ainsi la force
ionique. Cette �tape sÕest r�v�l�e la plus
importante dÕun point de vue quantitatif. En
effet, le rendement en myosine avec la pr�ci-
pitation au KHCO3 est bien sup�rieur � celui
obtenu avec la pr�cipitation � lÕEDTA. La
m�thode de Martone et al (1986) donnant un
meilleur rendement et de plus �tant plus
rapide a �t� retenue. Ces deux derni�res
�tapes, solubilisation de la myosine et pr�ci-
pitation avec KHCO3, sont r�alis�es une
deuxi�me fois afin de purifier et de concen-
trer la myosine. Le culot final, obtenu apr�s
centrifugation, est repris avec un tampon de
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Figure 1. Production des anticorps monoclonaux.
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Sp�cificit� Hybridome
Isotype

Esp�cesImmunoglobulines (µg/ml))

anti-myosine totale S5 7E6 IgG1 κ (2,8) bovin, cheval, porc

anti-MHC I S4 9G11 IgM κ (64) cheval
S4 17F7 IgG1 κ (6,8) poulet
S5 7F10 IgG2b κ (140) dinde

anti-MHC II S5 15F4 IgG1 κ (8) bovin, cheval
S4 10G9 IgG1 κ (22) cheval
S5 14B3 IgG (56) et IgG2b κ (6,1) porc
S4 8E6 IgG1 κ (8) poisson

S5 16D12 IgM κ (92) poulet

anti-MHC II mosa�que S5 8F3 IgG2b κ (94) poulet
S5 8H2 IgG1 κ (22) dinde
S5 7D4 IgG1 κ (26) dinde
S5 11D6 IgG1 κ (3,6) dinde

anti-myosine (mosa�que) S4 10H9 IgG1 κ (31) poisson

anti-MHC I + IIb S5 8H2 IgG1 κ (22) bovin, cheval, porc

anti-MHC IIa + IIx S5 7D4 IgG1 κ (26) porc

anti-MHC IIb S4 10B6 IgG2b κ (0,064) bovin
S4 9H5 IgG1 (22) et IgM κ (12) poulet

Tableau 1. Caractéristiques des hybridomes retenus par l’ensemble des espèces.

solubilisation, additionn� de glyc�rol � raison
de 50 % et conserv� � Ð 20 oC.

Les extractions de myosine purifi�e en vue
de lÕimmunisation ont �t� r�alis�es sur des
�chantillons de muscles ne contenant que des
isoformes de cha�nes lourdes rapides (MHC
IIa, MHC IIb) :

- le muscle cutaneus trunci pour le bovin et
le cheval (bien que ce muscle ne soit pas
enti�rement 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 purifi�e

ont �t� r�alis�es en vue du tri : le muscle mas-
seter (MHC I) pour le bovin, le pectoralis major
(MHC IIb) pour le poulet et la dinde, le dia-
phragma (MHC I, MHC IIa) pour le cheval.

Afin de v�rifier la puret� des myosines obte-
nues, une �lectrophor�se en gel de polyacryla-
mide � 12 % en pr�sence de d�tergent SDS
(Laemmli 1970) a �t� r�alis�e pour chacune
des esp�ces. Les r�sultats obtenus ont montr�
que lÕextraction faite contenait des traces
dÕautres prot�ines myofibrillaires (troponine
et/ou tropomyosine).

Immunisation
Six souris (S1 � S6) de la souche BALB/C

femelles �g�es de six semaines ont �t� immu-
nis�es chacune par 4 injections dÕextraits de
myosine sur une p�riode de 79 jours. Les
immunisations ont �t� r�alis�es de la fa�on
suivante : S1 et S2 ont re�u un m�lange des
extraits de myosine de bovin et de cheval ; S3
et S4 ont re�u un m�lange des extraits de myo-
sine de poisson et de dinde ; S5 et S6 ont re�u

un m�lange des extraits de myosine de porc et
de poulet. Lors des trois premi�res injections
(� J0, J21 et J42) chaque souris a �t� immuni-
s�e avec deux fois 20 µg de myosine des deux
esp�ces diff�rentes. La premi�re injection (J0)
a �t� r�alis�e en pr�sence dÕadjuvant complet
de Freund et les deux injections suivantes
(J21 et J42) en pr�sence dÕadjuvant incomplet
de Freund (lÕadjuvant de Freund est une �mul-
sion dÕantig�ne dans lÕhuile capable dÕaugmen-
ter non sp�cifiquement la r�ponse immuni-
taire � un antig�ne ; il contient aussi des
mycobacterium tuberculosis tu�es, lÕadjuvant
incomplet nÕen contient pas). La derni�re
injection (J79) a �t� r�alis�e en intraveineux
avec deux fois 10 µg de myosine en PBS st�rile
trois jours avant la fusion cellulaire.

Le choix dÕimmuniser les souris avec deux
types de myosine a �t� dict� par des imp�ra-
tifs dÕorganisation du travail. Ce choix nÕest
pas g�nant car le syst�me immunitaire des
mammif�res est habitu� � r�pondre � des sti-
mulations vari�es et simultan�es. La s�lection
des anticorps sp�cifiques de chaque myosine
est r�alis�e par la suite : les anticorps sont
test�s s�par�ment sur chaque myosine ayant
servi � lÕimmunisation. Il est cependant clair
que les diff�rentes myosines ont un fort
niveau dÕhomologie dans leur s�quence, aussi,
certains anticorps monoclonaux produits
pourront reconna�tre des s�quences com-
munes � toutes les myosines.

Testage des s�rums polyclonaux
Des pr�l�vements sanguins ont �t� r�alis�s

sur les souris apr�s immunisation � J37 et
J57. Les s�rums contenant les anticorps ont
�t� test�s en ELISA (dosage quantitatif
immunoenzymatique) sur les diff�rents ex-



traits de myosine par la soci�t� Biocytex. Ils
ont �galement �t� test�s en immunohistochi-
mie sur des coupes de muscles de chaque
esp�ce par le laboratoire Croissance et M�ta-
bolismes des Herbivores (INRA).

Les r�sultats dÕELISA et dÕimmunohistochi-
mie montrent que les souris S3, S4, S5, S6 ont
d�velopp� une r�ponse forte contre les myo-
sines. Quelle que soit lÕesp�ce, leurs s�rums
contiennent des anticorps capables de recon-
na�tre diff�rents types de MHC. Au vu de lÕin-
tensit� de la r�ponse, seuls les lymphocytes
des souris S4 et S5 ont �t� retenus pour r�ali-
ser une fusion.

Par contre, les souris S1 et S2, immunis�es
avec les myosines de cheval et de bovin, ont
beaucoup moins bien r�pondu. Les s�rums
obtenus nÕont pas permis de distinguer les
myosines, ceci dans toutes les esp�ces, m�me
chez le bovin et le cheval. Ces s�rums ne
contiennent donc pas dÕanticorps capables de
reconna�tre les MHC. Il a donc �t� d�cid� de
poursuivre lÕimmunisation des souris S1 et S2
afin dÕaugmenter leur r�ponse � lÕantig�ne.
Par la suite, les lymphocytes de la souris S2
ont �t� fusionn�s, mais sans succ�s.

Fusion

Les fusions cellulaires ont �t� r�alis�es
selon le protocole modifi� de K�hler et Mil-
stein (1975). Les hybridomes ont �t� pr�par�s
par fusion entre les spl�nocytes dÕune souris
immunis�e (S4 et S5) et les cellules de my�-
lome X63 Ag8/653 ou celles du my�lome
SP2/0-Agl4. Les deux types de cellules ont �t�
m�lang�s selon un rapport 5:1 en pr�sence
dÕune solution � 40 % de poly�thyl�ne glycol
de poids mol�culaire 1500 selon le protocole
d�crit � la figure 1. Les hybridomes (cellules
productrices dÕanticorps et immortelles) ont
�t� ensuite ensemenc�s dans des micro-
plaques de culture.

Testage des surnageants 
des hybridomes

Le surnageant des puits contenant une
seule cellule (clone) visible au microscope a
�t� test� pour la production dÕanticorps sp�ci-
fiques de la myosine par dosage ELISA r�a-
lis� par la soci�t� Biocytex. De plus, chaque
�quipe INRA a test� environ 50 hybridomes,
les m�mes pour les 6 esp�ces, issus de la
fusion S4 (poisson + dinde) ou S5 (poulet +
porc), en ELISA (Picard et al 1994) pour
lÕ�quipe cheval ou en immunohistologie 

pour les �quipes bovin, dinde, poisson, porc,
poulet.

R�sultats
Les hybridomes test�s se r�partissent selon

4 groupes :
- des hybridomes qui ne reconnaissent

aucune myosine ;
- des hybridomes qui reconnaissent � 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 � 3) par
esp�ce qui diff�rencient 2 populations de
fibres rapides.

Chaque �quipe a s�lectionn� 4 hybridomes
parmi les plus int�ressants. Ils ont �t� � 
nouveau test�s en immmunohistologie sur
plusieurs muscles pr�sentant des caract�ris-
tiques contractiles diff�rentes, mais �gale-
ment en ELISA, en Western Blot ou en cul-
tures de cellules, selon les esp�ces. En
d�finive, seuls les hybridomes dont les carac-
t�ristiques sont d�crites dans le tableau 1 ont
�t� retenus. LÕutilisation possible des anti-
corps monoclonaux produits par ces hybri-
domes est d�taill�e dans les articles ci-apr�s
pour chacune des esp�ces concern�es.
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Les �tudes concernant les qualit�s organo-
leptiques de la viande bovine se focalisent sur
la tendret� car cÕest le crit�re le plus impor-
tant pour le consommateur. Parmi les fac-
teurs d�terminant cette tendret�, le type de
fibres joue un grand r�le. En effet, la vitesse
de maturation d�pend de la composition en
fibres (Valin 1988). Actuellement, la tendret�
de la viande pr�sente une grande variabilit�
qui est la cons�quence de la diversit� de lÕ�le-
vage bovin fran�ais. Diff�rentes �tudes ont en
effet montr� que les conditions dÕ�levage (�ge,
sexe, race, niveau �nerg�tique et nature de la
ration...) modifient la composition en fibres
des muscles (Geay et Renand 1994). Aussi,
lÕobjectif des recherches sur la croissance
musculaire des bovins est de d�crire la mise
en place des fibres durant le stade fÏtal et de
pr�ciser lÕinfluence des diff�rents facteurs sur
la composition en fibres des muscles durant la
vie post-natale. Ces �tudes n�cessitent une
m�thode fiable pour classer les diff�rents
types de fibres. Les techniques dÕimmunohis-
tochimie, de Western-blot et de dosage ELISA
sont couramment utilis�es et ont permis dÕob-
tenir des r�sultats importants (Picard et al
1994 et 1995). Cependant, les anticorps dispo-
nibles dans le commerce ne permettent pas
dÕidentifier sp�cifiquement les fibres IIA et
IIB. Il appara�t indispensable de disposer
dÕanticorps pour suivre la diff�renciation et
lÕ�volution de ces fibres. Cet article fait le
point sur les possibilit�s quÕoffrent les anti-
corps obtenus dans le projet No� concernant
ces applications.

Caract�risation des anticorps
Les 50 anticorps retenus apr�s un premier

tri ont �t� test�s en immunohistologie. Pour
cela des coupes s�ri�es transversales de 10 µm
dÕ�paisseur ont �t� mises en contact pendant
30 minutes avec le premier anticorps (surna-
geant pur), rinc�es avec du tampon phos-
phate, puis incub�es pendant 30 minutes avec
le second anticorps fluorescent (lapin anti-IgG
de souris coupl� au FITC, Jackson Immuno-
tech) dilu� au 1/30 dans du tampon phos-
phate. Les coupes ont �t� lav�es avec le tam-
pon phosphate et mont�es entre lame et
lamelle avec du mowiol. A lÕissue de ce testage
sur des �chantillons de 3 muscles de bovin
adulte (Cutaneus trunci : MHC IIa et IIb ;
Diaphragma : MHC I et IIa ; Semitendinosus�:
MHC I, IIa et IIb) et sur le muscle 
Longissimus dorsi de fÏtus bovin (�g� de 
210 jours), une dizaine dÕanticorps a �t� rete-
nue. Tr�s rapidement, quelques anticorps
retest�s avaient perdu de leur r�activit� et
ont �t� abandonn�s. En d�finitive, 4 anticorps
ont �t� retenus. LÕintensit� de leur r�ponse en
immunohistologie est d�crite dans le tableau 1.

Les 2 anticorps monoclonaux S5 8H2 et S5
15F4 ont �galement �t� test�s en Western, en
ELISA et en culture de cellules. Leur r�ponse
suite � ces diff�rentes techniques est positive
et coh�rente avec la r�ponse obtenue en
immunohistologie.

S5 8H2 est un tr�s bon anticorps tant pour
lÕintensit� de la r�ponse que pour lÕinforma-
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Caract�risation des cha�nes lourdes de myosine 
dans le muscle de bovin

Anticorps S5 8H2 S5 15F4 S4 10B6 S5 7E6

Muscle de bovin adulte
Cutaneus trunci

IIA - +++ - +
IIB +++ +++ ++ +

Diaphragma
I +++ - - +
IIA - +++ - +

Semitendinosus
I ++ - - +
IIA - +++ - +
IIB ++ +++ ++ +

Muscle de fÏtus 
bovin culard (210 j)
Longissimus dorsi

I ++ - - ?
II ++ ++ ++ ?

Sp�cificit� anti-I+IIb anti-II anti-IIb anti-myosine

Tableau 1. Réactivité des anticorps monoclonaux anti-chaîne lourde de myosine avec les différents types
de fibres (I, IIA, IIB) dans le muscle de bovin. L’intensité de la réponse est notée : +++ très forte ; ++ forte ;
+ faible ; - négative ; ? non testé.



tion quÕil donne. Il est � 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 IIA par diff�rence. Il r�pond ainsi � lÕob-
jectif de d�part : diff�rencier les fibres IIA et
IIB. Il permet la distinction de 2 populations
de fibres rapides chez le fÏtus d�s 260 jours
de gestation. Il peut �tre utilis� en immuno-
histologie, en Western-blot et en culture de
cellules, aussi bien chez le fÏtus que chez
lÕadulte. Par contre, il ne peut pas �tre utilis�
en ELISA bien quÕil donne une r�ponse, car il
nÕexiste pas de muscle t�moin enti�rement
MHC I + IIb permettant de r�aliser une
gamme �talon.

S5 15F4 est un tr�s bon anticorps anti-
MHC rapides (MHC IIa et IIb) (figure 1) qui
peut �tre utilis� aussi bien en immunohistolo-
gie (chez le fÏtus et lÕadulte), quÕen ELISA, en
Western et �galement en culture de cellules.
De ce point de vue en effet, S5 15F4 est dÕun
int�r�t tout particulier car lÕanticorps anti-
MHC rapides F113 15F4 commercialis� par
Biocytex ne donne aucune r�ponse en culture.
De plus, alors que chez lÕadulte ils reconnais-
sent les m�mes cellules, ces deux anticorps
anti-myosines rapides donnent des r�sultats
diff�rents au stade fÏtal : S5 15F4 reconna�t
des cellules qui jusquÕ� pr�sent nÕ�taient
reconnues par aucun autre anticorps.

S4 10B6, anticorps anti-MHC IIb (figure 1),
fait partie des hybridomes qui ont perdu rapi-
dement de leur r�activit�, mais qui donnaient
lors des premiers essais de tr�s bons r�sultats
en immunohistologie, en ELISA et en culture.
En r�alit� cet hybridome est tr�s peu concen-
tr� et m�rite dÕ�tre reclon�.

S5 7E6 est un anti-myosine totale qui pour-
rait �tre utilis� en vue dÕun dosage quantitatif
de la myosine totale dans diff�rents muscles.

Conclusion
LÕutilisation des anticorps S5 8H2 (anti-

I+IIb) et S4 10B6 (anti-IIb) permettra de dis-
tinguer les fibres IIA des fibres IIB et donc de
pr�ciser les diff�rentes �tapes de mise en
place de ces fibres musculaires durant la vie
fÏtale ainsi que leur �volution avec lÕ�ge et
sous lÕinfluence des diff�rents facteurs dÕ�le-
vage. De plus, il a d�j� �t� possible, gr�ce �
lÕanticorps S5 8H2 (anti-I+IIb) de mettre en
�vidence une population importante de fibres
hybrides, appel�es IIAB, repr�sentant environ
10 % des fibres totales (Picard et al 1998).
LÕ�tude de ces fibres est un point important
pour comprendre comment se produisent les
changements de types de fibres. DÕautre part,
S5 8H2 a �galement �t� retenu pour dÕautres
esp�ces, en particulier lÕesp�ce porcine. Pour
cette esp�ce il est anti-I+IIb+IIx. Bien que
lÕisoforme MHC IIx nÕait pas pu �tre encore
identifi�e chez le bovin, plusieurs arguments
nous am�nent � supposer son existence. Selon
H�m�la�nen et Pette (1995), dans les muscles
squelettiques de mammif�res, plus la taille de
lÕanimal est importante, plus la concentration

de lÕisoforme MHC IIx est �lev�e et inverse-
ment pour MHC IIb. De plus, MHC IIx a un
�pitope commun avec MHC IIb (Schiaffino et
al 1989), ce qui pourrait expliquer que jusquÕ�
pr�sent ces deux isoformes aient �t� confon-
dues et laisse supposer que S5 8H2 serait �ga-
lement anti-I+IIb+IIx chez le bovin avec une
proportion tr�s importante de MHC IIx dans
les muscles de bovin. Enfin, parmi les diff�-
rents types de fibres pr�sents � 210 jours de
vie fÏtale, un type nÕ�tait reconnu par aucun
anticorps parmi ceux existants jusquÕ� pr�-
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 suppl�-
mentaire quant � la caract�risation de ces
fibres inconnues.

Les diff�rents anticorps retenus dans ce pro-
jet permettent donc de nouvelles applications
pour lÕ�tude du muscle de bovin. Cependant
lÕobjectif initial, � savoir lÕobtention dÕanticorps
sp�cifiques des MHC IIa et IIb utilisables en
particulier en dosage ELISA nÕa pas �t� atteint
et demeure un besoin important.
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Figure 1. Révélation immunohistologique des chaînes lourdes de myosine dans
le muscle Semitendinosus de bovin à l’aide des anticorps issus du projet Noé.
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Composition en cha�nes lourdes de myosine des fibres
musculaires de type II chez le porc

Les trois types de fibres musculaires clas-
s�es I, IIA 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 après préincubation à pH 4,35. B) Révélation de l’activité de la
succinodéshydrogénase. C-F) Détection histoimmunologique des MHC à l’aide
d’anticorps issus du projet Noé. Les chiffres 1, 2 et 3 repèrent 3 fibres
homologues sur les différentes coupes sériées. Barre d’échelle : 50 mm.

tiques du porc au poids commercial dÕabattage
(Lefaucheur et al 1991). Cette typologie
repose sur un polymorphisme des cha�nes
lourdes de la myosine (MHC) (Schiaffino et
Reggiani 1996). Chez diverses esp�ces de
laboratoire, quatre MHC ont �t� identifi�es
dans le muscle squelettique adulte : I, IIa, IIx
et IIb (B�r et Pette 1989, Schiaffino et al
1989, DeNardi et al 1993). Ces auteurs ont
ainsi montr� que les fibres class�es IIB lors-
quÕelles sont typ�es par la m�thode ATPase
constituent une population h�t�rog�ne en
regard de leur composition en MHC. A notre
connaissance, la caract�risation du polymor-
phisme des MHC de type II nÕa pas �t� r�ali-
s�e chez le porc, notamment en raison de lÕab-
sence dÕanticorps sp�cifiques de chacune des
isoformes de MHC. Ce texte rapporte les
r�sultats dÕhistoimmunologie obtenus avec les
anticorps anti-MHC s�lectionn�s dans le pro-
jet No�.

Conditions exp�rimentales
LÕ�tude a �t� r�alis�e sur le muscle longissi-

mus dorsi (LD) et la partie rouge du muscle
semitendinosus (STR) chez des porcs femelles
de race Large White abattus � 100 kg de poids
vif (165 jours dÕ�ge). Les �chantillons de
muscle ont �t� pr�lev�s environ 30 minutes
apr�s lÕabattage, congel�s par immersion dans
de lÕisopentane refroidi par de lÕazote liquide
et stock�s � Ð 80 oC jusquÕaux analyses histo-
logiques.

Des coupes transversales s�ri�es de 10 µm
dÕ�paisseur ont �t� r�alis�es � lÕaide dÕun
microtome � cong�lation (Ð 20 oC). La colora-
tion ATPase apr�s une pr�incubation de la
coupe � pH 4,35 a permis dÕidentifier les fibres
de types I, IIA et IIB (Brooke et Kaiser 1970).
LÕactivit� de la succinod�shydrog�nase (SDH)
est r�v�l�e sur une coupe s�ri�e (Nachlas et al
1957), elle permet de distinguer des fibres
rouges (r), interm�diaires (i) et blanches (w)
(figure 1B). Les colorations histoimmunolo-



giques sont r�alis�es � lÕaide dÕanticorps
monoclonaux anti-MHC issus du projet No� :
S5 7D4, S5 8H2, S5 14B3, et S5 7E6). La liai-
son des anticorps est visualis�e par lÕactivit�
peroxydase � lÕaide du kit Vectastain ABC
(Laboratoires Vector, r�f�rence PK 4002).

R�sultats et discussion
Dans les 2 muscles �tudi�s, la coloration

ATPasique r�v�le trois types de fibres : des
fibres color�es en noir (type I), en blanc (type
IIA) ou en gris (type IIB) (figures 1A et 2A).
Les proportions de fibres de type I, IIA 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 h�t�rog�ne en regard de la coloration
SDH. Dans le muscle LD, environ 12 % des
fibres IIB sont de type m�tabolique interm�-
diaire (IIBi), et 88 % sont de type blanc
(IIBw). Dans le muscle STR, 100 % des fibres
IIB sont de type m�tabolique interm�diaire
(IIBi) ou rouge (IIBr).

Dans le muscle LD, lÕanticorps S5 7D4
marque fortement les fibre IIA de mani�re
homog�ne, alors que les fibres IIB pr�sentent
un marquage h�t�rog�ne (figure 1C). Les
fibres IIB les plus marqu�es par lÕanticorps
S5 7D4 sont celles qui pr�sentent la plus
forte activit� SDH, elles sont g�n�ralement
en contact avec les �lots de fibres I et IIA. La
majorit� des fibres IIB nÕest pas reconnue par
lÕanticorps S5 7D4, elles sont pauvres en
SDH (IIBw) et sont les plus �loign�es du
centre des il�ts de fibres I et IIA. Chez
diverses esp�ces de laboratoire, les fibres
intitialement class�es IIB par la m�thode
ATPase correspondent en fait � un m�lange
de fibres contenant des MHC IIx et/ou IIb
(B�r et Pette 1989, Schiaffino et al 1989,
DeNardi et al 1993). DÕautre part, une dimi-
nution de lÕactivit� SDH dans lÕordre I > IIA >
IIX > IIB a �t� mise en �vidence chez ces
esp�ces (Gorza 1990). Nos r�sultats sugg�-
rent donc que lÕanticorps S5 7D4 reconna�t
sp�cifiquement les MHC IIa et IIx porcines,
alors que la MHC IIb, probablement pr�sente
dans les fibres IIB pauvres en SDH (IIBw),
situ�es � la p�riph�rie des �lots de fibres I-
IIA-IIX, nÕest pas reconnue. Dans le muscle
STR, lÕanticorps S5 7D4 marque fortement et
de mani�re homog�ne les fibres IIA et IIB en
ATPase (figure 2C). Ce r�sultat sugg�re que
lÕensemble des fibres IIB du muscle STR sont
en fait de type IIX, en accord avec un m�tabo-
lisme oxydatif plus �lev� que celui des v�ri-
tables fibres IIB du muscle LD. Cet anticorps
ne reconna�t pas les fibres de type I. Des
observations r�alis�es dans le muscle semi-
tendinosus chez des fÏtus de 75 jours (nais-
sance � 113 jours) sugg�rent que lÕanticorps
S5 7D4 ne reconna�t pas les MHC embryon-
naire et fÏtale (non montr�). En cons�-
quence, lÕanticorps S5 7D4 semble sp�cifique
des MHC IIa et IIx et peut �tre utilis� pour

r�v�ler leur pr�sence chez le porc au cours du
d�veloppement. Cependant, il ne permet pas
de distinguer les MHC IIa des IIx.

Dans les 2 muscles �tudi�s, lÕanticorps S5
8H2 marque les fibres de type I et IIB en
ATPase, et ne r�agit pas avec les fibres de
type IIA (figures 1D et 2D). Cet anticorps
reconna�t donc les MHC I, IIx et IIb dans le
muscle squelettique du porc de 100 kg de
poids vif. Il marque lÕensemble des fibres dans
le muscle semitendinosus chez des fÏtus de
75 jours (non montr�), sugg�rant des r�ac-
tions crois�es avec les formes de MHC
embryonnaire et/ou fÏtale. De ce fait, lÕanti-
corps S5 8H2 peut difficilement �tre utilis�
pour caract�riser le polymorphisme des MHC
au cours du d�veloppement chez le porc. En
revanche, il est utile pour identifier les fibres
matures qui ne renferment que la MHC IIa
(fibres pures IIA).

LÕanticorps S5 14B3 marque lÕensemble des
fibres de type II en ATPase dans les muscles
LD et STR (figures 1E et 2E). Il reconna�t
donc les MHC de type IIa, IIx et IIb chez le
porc de 100 kg de poids vif. La r�action posi-
tive avec lÕensemble des fibres de la seconde
g�n�ration dans le muscle semitendinosus
chez le fÏtus de 75 jours sugg�re une r�action
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Figure 2. Coupes transversales sériées de muscle semitendinosus chez un porc
de 100 kg de poids vif.
A-F : idem figure 1.



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).



Chez les oiseaux domestiques, les muscles
que lÕon trouve dans la cuisse et les pattes
sont g�n�ralement d�crits comme �tant de
type lent oxydatif. Au contraire, les muscles
pectoraux (muscles du filet) sont de typologie
variable. Ils pr�sentent une typologie myofi-
brillaire mixte (oxydo-glycolytique ou IIA, et
glycolytique ou IIB) chez les palmip�des et les
oiseaux qui volent, et un caract�re compl�te-
ment glycolytique (fibres musculaires 100 %
IIB) chez la dinde et le poulet.

On conna�t par ailleurs les liens qui peu-
vent exister entre la typologie des fibres mus-
culaires et la qualit� de la viande en g�n�ral.
Ainsi, dans les muscles pr�sentant diff�rents
types de fibres dans des proportions variables,
la pr�sence dÕune majorit� de fibres de tel ou
tel type a un effet sur les caract�ristiques
organoleptiques et technologiques de la
viande. Des �tudes r�centes ont par ailleurs
montr� que des facteurs comme la vitesse de
croissance, lÕ�ge � lÕabattage, ou la conforma-
tion des carcasses (augmentation du rende-
ment en muscles pectoraux) pouvaient modi-
fier la typologie des fibres dans certains
muscles. DÕautres facteurs g�n�tiques, comme
une plus ou moins grande susceptibilit� au
stress, peuvent aussi entra�ner des modifica-
tions de la typologie des muscles.

D�s lors, il para�t int�ressant de mieux
comprendre comment les types de fibres mus-
culaires se mettent en place chez lÕembryon
dÕoiseau et de voir comment on pourrait ma�-
triser ce facteur, notamment � lÕaide de la
g�n�tique. Pour cela, il semble indispensable
de poss�der des outils de typologie fiables et
facilement utilisables en grande s�rie. LÕob-
tention dÕanticorps sp�cifiquement orient�s
vers des types particuliers de fibres permet-
trait dÕenvisager une telle approche, notam-
ment au travers de biopsies exploit�es en
immuno-histologie (simplification des tech-
niques actuelles en coupes s�ri�es) ou avec
des m�thodes ELISA.

Mode op�ratoire
Les muscles s�lectionn�s (3 au total) ont �t�

pr�lev�s apr�s anesth�sie et sacrifice dÕun
poulet standard adulte (20 semaines). Les
deux muscles retenus avaient les caract�ris-
tiques suivantes (en histologie classique) :

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

Pectoralis major (PM) : fibres IIB.

De plus le muscle sartorius (SART, fibres I,
IIA et IIB) a �t� conserv� pour lÕanalyse histo-
logique.

Nous avons test� 70 anticorps issus des
s�ries S4 (poisson + dinde), S5 (poulet + porc)
et S2 (bovin + cheval).

LÕensemble des observations a �t� fait sur
des coupes congel�es (7 µm dÕ�paisseur).
Apr�s un rin�age rapide dans du PBS, la
coupe est mise � incuber pendant 10 minutes
� temp�rature ambiante en pr�sence de
s�rum normal (4 % dans du PBS) afin de blo-
quer les sites non sp�cifiques. Les coupes sont
ensuite mises � incuber (chambre humide � +
4 oC) pendant une nuit en pr�sence du surna-
geant � tester. Apr�s deux rin�ages dans du
PBS, lÕanticorps secondaire (FITC) est appli-
qu� pendant une heure � temp�rature
ambiante, puis les coupes sont rinc�es abon-
damment au PBS et mont�es en milieu
aqueux. LÕobservation au microscope est r�ali-
s�e imm�diatement afin de r�duire dÕ�ven-
tuels probl�mes issus de lÕextinction naturelle
de la fluorescence.

R�sultats de la premi�re
production dÕanticorps

Dans un premier temps 5 groupes ont �t�
constitu�s selon lÕefficacit� de marquage des
diff�rents anticorps sur les muscles PLD, PM
et SART des poulets adultes (tableau 1).

Nous avons �galement test�, dans les
m�mes conditions, des anticorps produits par
lÕ�quipe de Schiaffino, ce testage sÕest av�r�
de peu dÕint�r�t chez lÕesp�ce poulet.

Parmi tous les anticorps, 7 ont �t� retenus
(S5 10H5, S5 12D1, S5 16D12, S5 8F3, S4
14B12, S4 9H5 ET S4 17F7) qui paraissaient
avoir un int�r�t plus particulier. Ils ont donc
�t� test�s une nouvelle fois � des dilutions
plus importantes (1/10, 1/100 et 1/1000) afin
de sÕassurer de leur sp�cificit�. Ces r�sultats
obtenus en histologie ont �t� confront�s �
ceux obtenus par la technique du Western-
blot par la soci�t� Biocytex. Les r�sultats sont
pr�sent�s dans le tableau 2.

Pour trois anticorps, il y a une diff�rence
nette entre les r�sultats des deux techniques.
En effet, lÕanticorps 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 dÕanticorps

G1 Pas de marquage 19 / 70 soit 27 %
G2 Marquage de toutes les fibres rapides 36 / 70 soit 51 %
G3 Marquage de toutes les fibres 9 / 70 soit 13 %
G4 Marquage non homog�ne (mosa�que) 5 / 70 soit 7 %
G5 Marquage du tissu conjonctif 1 / 70 soit 1 %



tologie mais donne un r�sultat n�gatif lors du
testage en Western-blot. Or le muscle PLD,
qui a �t� utilis� en Western-blot, est toujours
d�crit comme contenant des fibres de type IIA
et IIB chez le poulet. Le m�me type de
remarque peut �tre fait pour les anticorps 
S5 8F3 et S5 10H5. Ces �carts peuvent �tre
expliqu�s par une �ventuelle modification
structurelle de la myosine au cours de son
extraction chimique ou de lÕ�lectrophor�se
s�parative.

Par la suite, seuls les anticorps suivants ont
�t� retenus car ils pr�sentaient un r�el int�r�t
en immunohistologie et en Western-blot :
S4 17F7 anti-fibre I
S5 16D12 anti-fibre rapide
S5 8F3 anti-fibre IIA (et certaines IIB)
S4 9H5 anti-fibre IIB.

R�sultats de la deuxi�me
production dÕanticorps

Ces 4 anticorps ont fait lÕobjet dÕune nou-
velle production que nous avons test�e dans
des conditions identiques � celles pr�sent�es
pr�c�demment. Les r�sultats ont �t� quelque
peu modifi�s par rapport aux pr�c�dents car
le marquage des fibres I (S4 17F7) a beaucoup
faibli en intensit� et ceux des anticorps S5
16D12 et S5 8F3 ont disparu. Par contre le
marquage anti-IIB du S4 9H5 a persist� cor-
rectement. Pour essayer de corriger ces �carts
de r�v�lation, les nouvelles productions dÕan-
ticorps ont �t� utilis�es � des dilutions plus
faibles (1/10 et 1/100) et avec des syst�mes de
r�v�lation diff�rents (Kit LSAB de Dako, Kit
Vectastain de Vector Laboratories). Mais les
r�sultats nÕont pas �t� am�lior�s et seuls les
anticorps S4 17F7 (anti-I) et S4 9H5 (anti-
IIB) ont �t� retenus pour de nouveaux tests.
Ces tests suppl�mentaires ont �t� effectu�s
sur des individus et des muscles diff�rents de
ceux utilis�s pr�c�demment, mais dans les
m�mes conditions que lors du criblage pri-
maire (utilisation de lÕanticorps dilu� au
1/1000 et r�v�lation par le FITC (Sigma) au
1/500). Les muscles utilis�s chez les diff�rents
animaux �taient le posterior latissimus dorsi
(PLD, fibres IIA et IIB), le pectoralis major
(PM, fibres IIB), le sartorius (SART) et lÕad-
ducteur profond (AP) qui contiennent tous les

deux des fibres I, IIA et IIB. Les animaux uti-
lis�s �taient tous issus de la m�me souche et
ont �t� test�s aux �ges de 1 (n=4), 3 (n=4), 6
(n=4) 12 (n=4) et 20 (n=3) semaines.

Chez lÕensemble de ces individus, lÕanticorps
S4 17F7 (anti-I) fonctionne correctement dans
lÕensemble des muscles o� des fibres lentes
sont pr�sentes. On note cependant une inten-
sit� de marquage plus ou moins forte suivant
les �ges, le marquage paraissant plus intense
� partir de 3 semaines.

Pour lÕanticorps S4 9H5 (anti-IIB), les
r�sultats sont beaucoup moins facilement
interpr�tables. Ainsi, on obtient 100 % de
marquage correct chez 2 individus sur 3 �
lÕ�ge de 20 semaines et simplement 83 % de
marquage correct chez le troisi�me. Dans ce
dernier cas, 17 % des fibres identifi�es comme
�tant IIB en histologie classique ne sont pas
reconnues par lÕanticorps. La proportion de
fibres correctement marqu�es varie ensuite
beaucoup selon lÕ�ge, mais se situe toujours
autour de 60 � 70 %. Ces chiffres sont en fait
le r�sultat des moyennes calcul�es sur tous
les individus dÕun m�me �ge pour les muscles
PLD, SART et AP. De plus, chez certains indi-
vidus, lÕefficacit� du marquage pour cet anti-
corps varie en fait de 75 % � 100 % (pour des
champs diff�rents pris dans le m�me muscle)
dans le muscle SART � 3 semaines et dans le
PLD � 6 semaines.

Dans le muscle PM, au contraire, le mar-
quage des fibres est totalement efficace, sauf
� lÕ�ge de 1 semaine o� lÕefficacit� est voisine
de 85 %. Cette h�t�rog�n�it� est aussi consta-
t�e dans les autres muscles ; elle est probable-
ment due � un typage non homog�ne des
fibres IIB � cet �ge.

Conclusion
De fa�on g�n�rale, on ne peut pas retenir

une compl�te sp�cificit� de marquage de lÕan-
ticorps S4 9H5 et ce dÕun �ge ou dÕun muscle �
lÕautre.

Il faut en conclure que :
- soit lÕanticorps reconna�t un �pitope qui

nÕest pas repr�sent� � 100 % dans toutes les
fibres IIB de tous les poulets test�s, cÕest-�-
dire que lÕanticorps reconna�t une sous-classe
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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(1) Western-blot(2) Observations

S4 9H5 IIB - Non concordance Western - histologie
S4 14B12 Anti-rapide + Anticorps anti-fibre rapide
S4 17F7 Anti-lent - Anticorps anti-fibre lente
S5 8F3 IIA et quelques IIB - Non concordance Western - histologie
S5 10H5 Anti-rapide - Non concordance Western - histologie
S5 12D1 Anti-rapide + Anticorps anti-fibre rapide
S5 16D12 Anti-rapide + Anticorps anti-fibre rapide

(1) - = N�gatif : absence de marquage ; + = Positif : pr�sence de marquage.
(2) Test effectu� sur le muscle posterior latissimus dorsi (PLD).



de fibres particuli�res que lÕon ne distingue
pas des IIB en histologie classique ;

- soit la technique dÕidentification des fibres
IIB (ATPase acide classique) est imparfaite et
ne permet pas de syst�matiquement bien
typer les fibres musculaires.

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

t�s de passage dÕun type � lÕautre) et quÕil peut
donc aussi y avoir des fibres dans un �tat
interm�diaire de fa�on transitoire et normale.

QuoiquÕil en soit, il para�t impossible dÕes-
sayer dÕutiliser ces anticorps aujourdÕhui en
substitution des techniques ATPasiques clas-
siques. De plus la perte totale de r�activit�
des anticorps S5 16D12, S5 8F3 et la diminu-
tion apparente de lÕaffinit� du S4 17F7 sont
encore un point dÕinterrogation suppl�men-
taire sur leur sp�cificit� r�elle pour les types
de fibres initialement identifi�es.
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Anticorps anti-cha�nes lourdes de myosine : outils dÕ�tude
de la r�g�n�ration musculaire dans lÕesp�ce dinde

La production de dindes de souche m�dium-
alourdie (m�les de 16 semaines abattus � 
12 kg environ et femelles de 12 semaines
abattues � 7 kg) fournit des carcasses utili-
s�es en d�coupe. Les produits issus de cette
d�coupe ont des valeurs commerciales diff�-
rentes : les pectoraux procurent une viande
blanche (correspondant � des muscles
rapides) transform�e en escalopes ou r�tis,
cÕest la partie noble ; les cuisses et, dans une
moindre mesure, les ailes sont compos�es de
viande rouge, correspondant � des muscles
mixtes rapides et lents. Ils sont � lÕorigine de
steak, osso bucco et blanquette. Actuellement,
la transformation de la viande pour fournir
des produits de charcuterie est encore peu
d�velopp�e, m�me si cette transformation
semble repr�senter un d�bouch� dÕavenir.

Les notions de qualit� de la viande de dinde
se r�sument aujourdÕhui � deux probl�ma-
tiques diff�rentes : la premi�re concerne la
couleur des muscles blancs (h�t�rog�n�it� de
couleur ainsi que grisaillement) cÕest-�-dire
quasi-exclusivement les muscles pectoraux ;
la seconde a trait � lÕexsudation des viandes
apr�s transformation. Or, les muscles pecto-
raux sont des muscles homog�nes rapides, for-
m�s presque totalement de fibres de type IIB.
La production dÕanticorps permettant de dis-
criminer les cha�nes lourdes de myosine
(MHC) des types IIa et IIb dans le but de
typer les fibres musculaires nÕa donc pas,
dans lÕesp�ce dinde, lÕint�r�t quÕelle peut avoir
en termes de qualit� des viandes et de s�lec-
tion dans dÕautres esp�ces.

En revanche, cette production dÕanticorps
pr�sente un int�r�t en tant quÕoutil dÕ�tude de
la biologie du tissu musculaire. En effet, pour
lÕ�tude de la croissance du tissu musculaire

aussi bien que pour lÕ�tude de sa r�g�n�ration
apr�s l�sion, lÕexpression des isoformes de
myosine est un excellent marqueur de la diff�-
renciation cellulaire.

Au cours de la croissance, les fibres muscu-
laires multinucl��es fusionnent avec des myo-
blastes issus de la prolif�ration de cellules
satellites. Le nombre de noyaux des fibres
cro�t, ce qui permet, par lÕinterm�diaire des
synth�ses de myofilaments, dÕaugmenter la
taille de la cellule, car le rapport nucl�o-cyto-
plasmique est constant dans un type de fibre
donn�.

Apr�s l�sion de la fibre musculaire, les
zones n�cros�es sont �limin�es par phagocy-
tose macrophagique, puis les cellules satel-
lites fournissent les myoblastes qui fusion-
nent avec la fibre bless�e ou fusionnent entre
eux pour fournir des n�o-myotubes.

Apr�s la fusion, ces n�o-myotubes ou cer-
taines portions de fibres matures synth�tisent
les prot�ines contractiles avec une succession
dÕisoformes qui reproduit le d�cours temporel
observ� pendant le d�veloppement embryon-
naire. La mise en �vidence de ces isoformes
est un moyen dÕ�tude de la diff�renciation cel-
lulaire et de lÕaction de facteurs modulant le
d�veloppement du tissu.

Nous utilisons au laboratoire, en immuno-
fluorescence ou en immunohistoenzymologie,
plusieurs anticorps anti-isomyosines d�velop-
pementales dans le cadre de travaux sur la
r�g�n�ration musculaire, et en immunocyto-
chimie sur culture de cellules satellites pour
caract�riser les populations de cellules. La
possession dÕanticorps anti-MHC IIa et IIb
compl�terait de fa�on tr�s int�ressante la
gamme existante.



Conditions exp�rimentales
Les anticorps monoclonaux anti-MHC pro-

duits dans le cadre du projet No� ont tous �t�
test�s sur diff�rents muscles de dinde par
immunofluorescence : les coupes r�alis�es au
cryostat ont �t� fix�es � lÕac�tone � 4 oC pen-
dant 30 minutes puis incub�es avec lÕanti-
corps primaire dilu� au 1/10 et 2 % de BSA
pendant 1 heure � 37 oC puis lav�s dans du
PBS pH 7,2. Les coupes ont ensuite �t� incu-
b�es � la temp�rature de la pi�ce avec lÕanti-
corps secondaire li� au FITC (Euromedex AP
160F) dilu� au 1/100 pendant 1 heure.
Lorsque le signal paraissait prometteur, un
contr�le � une dilution de lÕanticorps primaire
� 1/100 a �t� r�alis�.

Afin de fixer avec pr�cision le type de
chaque anticorps, chacun dÕentre eux a �t� uti-
lis� sur 4 muscles coup�s en cong�lation : le
pectoral (pectoralis major), compos� presque
exclusivement de fibres de type IIB, le PLD
(posterior latissimus dorsi), compos� dÕun
m�lange de fibres de type IIA et IIB, lÕITC
(iliotibialis cranialis), form� dÕune zone h�t�-
rog�ne compos�e de fibres de type I, IIA et IIB
et dÕune zone h�t�rog�ne compos�e de fibres de
type IIA et IIB, et lÕALD (anterior latissimus
dorsi), compos� de fibres de type III.

R�sultats
Les r�sultats suivants ont �t� obtenus :
- 1 anticorps a fourni un marquage tr�s

faible des fibres squelettiques mais il mar-
quait tr�s fortement les art�res pr�sentes sur
la coupe (MHC sp�cifique de fibre musculaire
lisse) ;

- 32 anticorps ont fourni un signal nul ou
faible ;

- 1 anticorps un signal tr�s faible sur des
fibres de type III (lentes) ;

- 16 anticorps un signal positif sur les
fibres de type II, sans les diff�rencier ;

- 5 anticorps pan-myosine (cÕest-�-dire cou-
vrant toutes les isoformes de myosine), mar-
quage de toutes les fibres ;

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

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

- 3 anticorps ont fourni un signal restreint
aux fibres de type II, mais en se fixant de
fa�on plus marqu�e sur certaines fibres II et
beaucoup plus faible sur dÕautres fibres II,
aboutissant � la formation dÕune mosa�que �
lÕobservation des coupes transversales.

Ces trois derniers anticorps, � savoir S5
8H2, S5 7D4 et S5 11D6, ainsi que lÕanticorps
anti-I S5 7F10 ont �t� retenus.

LÕanalyse en Western-blot a montr� que
deux des anticorps anti-myosine rapide four-
nissant une mosa�que en immunofluorescence
�taient des anticorps anti-II, et que le troi-
si�me �tait un anticorps anti-IIa, mais la
mosa�que observ�e ne correspond pas � une
distribution de fibres de type IIA et IIB, des
fibres IIB �tant positives. On peut interpr�ter
cette distorsion par lÕexistence de fibres conte-
nant � la fois des isoformes IIa et IIb corres-
pondant � une maturation incompl�te.

Les anticorps g�n�r�s par ce projet consti-
tuent des outils utilisables en immunohisto-
chimie. Ils sont en cours de test sur des myo-
tubes issus de la r�g�n�ration musculaire in
vivo et sur des myoblastes en culture.
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Analyse de la composition en cha�nes lourdes de myosine
chez le cheval : application � la s�lection du cheval de course

La performance du cheval de course d�pend
de plusieurs facteurs biologiques interd�pen-
dants : la respiration, la circulation sanguine,
le m�tabolisme �nerg�tique, les contractions
musculaires, la locomotion et lÕaptitude com-
portementale. Les propri�t�s contractiles et
m�taboliques des muscles propulseurs consti-
tuent lÕun des facteurs limitants qui d�termi-
nent la force et lÕendurance du cheval � la
course (Barrey 1994). La force d�velopp�e par
les contractions musculaires d�pend � la fois
du nombre total et du type de fibres qui com-
posent le muscle. Chez le cheval, il existe trois

isoformes de la cha�ne lourde de la myosine :
la myosine lente (MHC I), et deux myosines
rapides (MHC IIa et MHC IIb). Les fibres
musculaires tr�s riches en isoforme MHC IIb
produisent des contractions plus puissantes
mais moins durables. Une fibre musculaire
peut �tre compos�e de plusieurs isoformes de
la myosine (I+IIa ou IIa+IIb) et la myosine
dominante d�termine le type de fibre parmi
les types lent (I) ou rapides (IIA, IIB) lors-
quÕon les observe en histologie par la m�thode
de coloration ATPase (Rivero et al 1996). Le
type de fibre rapide d�nomm�e IIC en histolo-



gie correspond en fait � un m�lange des iso-
formes I et IIa de la myosine rapide qui donne
une coloration interm�diaire. Contrairement
� dÕautres mammif�res, le cheval adulte ne
semble pas avoir de quatri�me isoforme IIx de
la cha�ne lourde de la myosine. Cependant, la
myosine MHC IIb du cheval a les m�mes pro-
pri�t�s de migration en �lectrophor�se que la
myosine MHC IIx du rat, ce qui indiquerait
quÕil sÕagit peut-�tre de la m�me isoforme
(Rivero et al 1996).

Afin de proposer des crit�res objectifs de
s�lection pr�coce des meilleurs chevaux de
course, il paraissait int�ressant dÕestimer la
composition en myosine de certains muscles
propulseurs de la croupe. La composition en
myosine de plusieurs muscles a �t� �tudi�e
pour choisir un muscle qui soit � la fois repr�-
sentatif du travail de propulsion en course et
facile � pr�lever de mani�re standardis�e. Le
muscle fessier moyen (gluteus medius) r�unit
ces conditions et une �tude de morphom�trie
par �chographie a permis de d�finir deux
points de pr�l�vement standardis�s dans les
parties dorsale et ventrale du muscle.

Pour envisager des �tudes quantitatives sur
des chevaux de valeur, il fallait disposer dÕune
technique de dosage sur micro pr�l�vement
(10-30 mg) qui soit fiable, productive et peu
co�teuse. LÕemploi dÕun anticorps monoclonal
dirig� 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 �t� adapt�e pour le
cheval (Barrey et al 1995). Par la suite, lÕutili-
sation dÕun second anticorps dirig� contre les
deux isoformes de la myosine rapide a am�-
lior� la technique de dosage (Valette et al
1995).

Une premi�re �tude de la composition en
mysosine du muscle fessier moyen chez les
chevaux de race Anglo-Arabe a permis dÕ�ta-
blir la relation avec les performances en com-
p�tition et dÕestimer pour la premi�re fois la
composante g�n�tique de ce caract�re. Les
meilleures performances �taient obtenues en
course de galop (course sur un terrain plat
dÕenviron 2 000 m) et en concours de saut
dÕobstacle (parcours dÕobstacles) par des che-
vaux dont le muscle fessier moyen �tait plus
riche en myosine rapide (Barrey et al 1997a).
La diff�rence de composition avec les chevaux
ayant obtenu de moins bonnes performances
�tait dÕenviron 6 % dans les deux disciplines.
LÕh�ritabilit� du pourcentage de myosine
rapide dans le muscle fessier moyen (gluteus
medius) et le muscle de la cuisse (gluteobiceps
femoris) a �t� estim�e, pour la premi�re fois
chez le cheval, � 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 h�ritabilit� semble
plut�t faible par rapport � celle dans les
autres esp�ces, car il existe une grande homo-
g�n�it� de ce caract�re musculaire dans cette
race qui a d�j� �t� s�lectionn�e pour la course.
Ces premiers r�sultats ont montr� lÕint�r�t de
poursuivre ces travaux dans le but de faire
des analyses en routine de la composition en
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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 chaîne lourde de la myosine : SC 71 anti-MHC IIA
(figure 1A), S5 8H2 anti-MHC I+IIb (figure 1B) et BF 35 anti-MHC I+IIA. Pour
comparaison, la coloration histologique classique est présentée figure 1D. Elle
est basée sur la révélation de l’activité enzymatique des ATPases myofibrillaires
après une incubation alkaline à pH 10,4. Les types de fibres identifiés sont les
suivants : 1= fibre lente contenant MHC I, 2= fibre rapide à dominante MHC IIA,
3= fibre rapide à dominante MHC IIb, 4=fibre rapide mixte de type IIC qui
comprend les myosines MHC IIa+IIb. Ces coupes histologiques ont été obtenues
avec la collaboration de J.L. Rivero (Université de Cordoba, Espagne).

myosine pour aider � la s�lection pr�coce des
chevaux de course.

La faible variabilit� ph�notypique et g�n�-
tique des races de chevaux de course incite �
perfectionner la m�thode 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
IIa ont une meilleure aptitude � se contracter
pendant une dur�e de quelques minutes tan-
dis que ceux qui sont plus riches en myosine
IIb peuvent d�velopper des contractions plus



puissantes pendant moins longtemps. Ainsi,
le cheval de course (Pur sang) adapt� � une
distance dÕenviron 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
dÕendurance (course de marathon de plus de
100 km) aurait une proportion �lev�e de la
somme des myosines MHC I et MHC IIa. Afin
de doser ces diff�rentes myosines, il fallait
disposer dÕanticorps monoclonaux sp�cifiques
et am�liorer la technique de dosage ELISA.

Anticorps monoclonaux dirig�s
contre les MHC du muscle �quin

Tous les anticorps monoclonaux obtenus
dans le projet No� ont �t� test�s dans un pre-
mier temps par la m�thode ELISA en utilisant
des muscles de r�f�rence, de composition
d�termin�e pr�alablement par �lectrophor�se :
masseter, cutaneus trunci, diaphragma, semi-
tendinosus. Dans un deuxi�me temps, les anti-
corps retenus ont �t� test�s par Western-blot,
puis utilis�s en immunohistologie pour typer
les fibres sur des coupes s�ri�es (J.L. Rivero
1997, donn�es non publi�es). En plus des anti-
corps produits par lÕINRA, nous avons test�,
selon la m�me proc�dure, des anticorps anti-
MHC IIa (SC 71), MHC IIb (BF F3) et MHC I
(BA D5) sp�cifiques du muscle de rat, issus des
travaux de Schiaffino et al (1989). Le tableau 1
r�sume les r�sultats obtenus avec les anticorps
qui pr�sentent un int�r�t pour analyser le
muscle du cheval. Les anticorps dirig�s contre
la MHC I sont r�actifs chez le cheval, comme
dans de nombreuses autres esp�ces. Par
contre, la sp�cificit� anti-MHC IIa de lÕanti-
corps SC 71 semble limit�e au rat et au cheval
(figure 1). Aucun anticorps anti-MHC IIb nÕa
�t� identifi� pour le muscle du cheval mais il
existe un anticorps (S5 8H2) ayant une double
r�activit� avec les myosines MHC I et MHC
IIb. Ce marquage pr�sente un int�r�t pour
lÕidentification des fibres musculaires par
immunohistologie dÕautant plus quÕil nÕexiste
aucun autre anticorps susceptible de marquer
sp�cifiquement les fibres IIb (figure 1).

D�termination 
de la composition en MHC IIa
par une technique ELISA

LÕanticorps 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 m�me que
pour le dosage des myosines lente et rapide
totales, une gamme �talon est �tablie pour
d�terminer la relation entre la densit�
optique du produit color� final de la r�action
immunoenzymologique et le pourcentage de
myosine MHC IIa. Deux muscles de r�f�rence
peuvent �tre utilis�s pour �tablir cette courbe
de calibration : le muscle gluteus medius ou le
gluteobiceps qui a lÕavantage dÕ�tre plus riche
en MHC IIa (environ 60 %). La composition
en myosine du muscle de r�f�rence est tout
dÕabord d�termin�e par �lectrophor�se (Tal-
madge et Roy 1993), puis diff�rentes dilutions
de la MHC IIa sont dos�es par la technique
ELISA afin de construire une droite de cali-
bration qui met en relation la proportion en
MHC IIa et la densit� optique de la r�action
immunoenzymatique. Ainsi, trois anticorps
monoclonaux permettent de d�terminer la
composition en cha�nes lourdes de la myosine
MHC I, IIa et II totale et on en d�duit par dif-
f�rence le pourcentage de MHC IIb.

Conclusion
LÕobtention dÕanticorps monoclonaux dirig�s

sp�cifiquement contre un type de cha�ne
lourde rapide MHC IIa et MHC IIb du cheval
sÕest av�r�e une op�ration difficile qui a
n�cessit� la mise en Ïuvre de plusieurs
m�thodes dÕanalyse pour sÕassurer de la sp�ci-
ficit� des anticorps � tester (ELISA, immuno-
histologie, �lectrophor�se et Western-blot).
Parmi les anticorps obtenus par lÕINRA en
collaboration avec Biocytex, un seul pr�sente
une r�elle originalit� pour lÕesp�ce �quine
puisquÕil marque les myosines IIb et I en
immunohistologie. DÕautres anticorps, moins
originaux puisquÕils �taient d�j� disponibles
sur le march�, ont une affinit� soit pour la
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Tableau 1. Caractéristiques des anticorps monoclonaux du projet Noé et de Schiaffino et al (1989) ayant
une affinité pour les isoformes des chaînes lourdes de la myosine chez le cheval.

Anticorps Origine Isotype Immunohistologie ELISA

S5 8H2 INRA (1) Ig G1 kappa I+IIB MHC I+IIb
S5 15F4 INRA Ig G1 kappa IIA + IIB MHC II
S4 10G9 INRA Ig G1 kappa IIA + IIB MHC II
S5 7E6 INRA Ig G1 kappa I+IIA+IIB MHC I+IIa+IIb
S4 9G11 INRA Ig M kappa I MHC I
SC 71 Schiaffino et al 1989 (2) Ig G1 kappa IIA et hybrides IIC (I+IIA) MHC IIa

ou IIAB (IIA+IIB)
BF F3 Schiaffino et al 1989 Ig M kappa rien rien
BA D5 Schiaffino et al 1989 Ig G2 b kappa I MHC I

(1) Anticorps conserv�s par Biocytex (Marseille, France).
(2) Anticorps conserv�s et commercialis�s par DSM (Braunschweig, Allemagne).



cha�ne lourde de la myosine lente (MHC I),
soit pour les cha�nes lourdes des myosines
rapides (MHC II totale). Un anticorps (SC 71)
ayant une bonne sp�cificit� pour la cha�ne
lourde de la myosine rapide de type IIa (MHC
IIa) chez le cheval a �t� identifi� parmi les
anticorps monoclonaux obtenus par une autre
�quipe (Schiaffino et al 1989). Cet anticorps
est utilisable pour les dosages par la tech-
nique ELISA et permettra de compl�ter nos
connaissances sur la relation entre le profil
musculaire et lÕaptitude du cheval de course.
Dans lÕavenir, lÕobtention dÕun anticorps com-
pl�mentaire dirig� contre la cha�ne lourde de
la myosine IIb permettrait dÕam�liorer la pr�-
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 IIa 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 IIA 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 IIa and IIb usable in par-
ticular in ELISA has not been achieved and
remains an important necessity.
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