Université des Sciences et Technologies de LILLE I

THESE
présehtée par
Florence PICQUET

pour l'obtention du grade de

Docteur de 'Université de LILLE 1

en "Sciences de la Vie et de la Santé"

ETUDE AU COURS DU DEVELOPPEMENT POST-NATAL
DES PROPRIETES STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES
DU SOLEUS DE RAT EN CONDITIONS NORMALES
ET D'IMMOBILISATION

Soutenue le 3 décembre 1996 devant le jury composé de :

Mme G.S. BUTLER-BROWNE Rapporteur
Directeur de recherches INSERM, Université de Paris VII

M. G. RAYMOND Rapporteur
Directeur de recherches CNRS, Université de Poitiers

M. M. FALEMPIN Examinateur
Professeur des Universités, Lille I

M. A. GUELL Examinateur
Responsable des Programmes Sciences de la Vie, CNES

M. J.P. VILAIN Examinateur
Professeur des Universités, Lille I

Mme Y. MOUNIER Directeur

Professeur des Universités, Lille I

Travail réalisé au Laboratoire de Physiologie des Structures Contractiles de 'Université des
Sciences et Technologies de Lille I.



SOMMAIRE

INTRODUCTION

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES DE BASE

I- STRUCTURE DU MUSCLE
IT - STRUCTURE DE LA FIBRE MUSCULAIRE
III - STRUCTURE DES MYOFIBRILLES

IV - MECANISME DE LA CONTRACTION MUSCULAIRE
A - Le couplage excitation-contraction
B - La création de force musculaire

V - LES PROTEINES CONTRACTILES DU FILAMENT EPAIS
1. Diversité des chaines légeéres de la myosine
a. Chaines de type alcalin
b. Chaines de type DTNB
c. Role des chaines légéres de myosine
2. Diversité des chaines lourdes de la myosine
a. Les isoformes rapides
b. Les isoformes lentes
c. Les isoformes développementales

VI - LES PROTEINES CONTRACTILES DU FILAMENT FIN
A - L'actine
B - La tropomyosine
C - Les troponines

VII - FORMATION DES MUSCLES SQUELETTIQUES
A - La myogénése
B - La croissance post-natale
C - La mise en place de l'innervation définitive

D - Les transitions des isoformes de myosine au cours du développement

musculaire
1. Les isoformes développementales de la myosine
2. La myosine lente
3. Les isoformes rapides de la myosine

10

10
12
12

16
17
19
20
20
22
22
25
25

28
28
28
30

31
31
36
37

40
41
43
44




E - Les autres protéines contractiles 44

F - Les interactions entre le calcium et les protéines contractiles 46
1. L'établissement de la relation Tension/taux de calcium 46

2. La modification de la relation T/pCa au cours du développement
post- natal 47

VIII - MODIFICATION DU DEVELOPPEMENT EN FONCTION DE L'ACTIVITE

MUSCULAIRE 49
MATERIELS ET METHODES

I - MATERIEL BIOLOGIQUE 53
A - Caractéristiques des animaux 53

B - Groupes d'animaux 53

C - Caractéristiques des muscles étudiés 54

D - Modéles d'inactivité 54

E - Prélévements 56

II - TECHNIQUE DE FIBRE PELEE 57
A - Pelage des fibres musculaires 57

1. Technique utilisée 57

2. Isolement et montage 58

B - Dispositif d'enregistrement des tensions isométriques 58

C - Solutions 61

D - Protocole expérimental 62

1. Mesure des tensions isométriques 62

2. Fxpression des résultats 64

III - TECHNIQUE ELECTROPHORETIQUE 69
A - Séparation des isoformes de chaines lourdes de myosine 69

B - Préparation des €chantillons 70

C - Coloration des gels 70

IV - TECHNIQUE HISTOCHIMIQUE 71
V - TECHNIQUE IMMUNOHISTOCHIMIQUE 73

VI - ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS 74



RESULTATS

CHAPITRE 1 : EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES ET
FONCTIONNELLES DU SOLEUS DE RAT AU COURS DU DEVELOPPEMENT
POST-NATAL (ANIMAUX CONTROLES)

I- EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES 76
A - Typages ATPasiques 76
B - Immunohistochimie 78
C - Analyse électrophorétique et densitométrique des isoformes
de chaines lourdes de la myosine 78
I - EVOLUTION DES PROPRIETES FONCTIONNELLES 83
A - Tensions maximales 83
B - Propriétés d'activation par le calcium et le strontium 87
C - Corrélations entre la composition en isoformes de chaines
lourdes de myosine et le critere A 92

CHAPITRE 2 : EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES ET
FONCTIONNELLES DU MUSCLE SOLEUS DE RAT NOUVEAU-NE APRES UNE
PERIODE D'IMMOBILISATION DE SIX JOURS EN PRESENCE DE
L'INNERVATION POLYNEURALE

I - CRITERES D'ATROPHIE MUSCULAIRE 94
A - Evolution des masses corporelles et musculaires 94
B - Surface des fibres 96

II - EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES DU MUSCLE
SOLEUS DE RAT IMMOBILISE ENTRE 6 ET 12 JOURS POST-NATALS 96

A - Typage ATPasique 96
B - Immunohistochimie 99
C - Analyse électrophorétique des chaines lourdes de myosine 102

HI - EVOLUTION DES PROPRIETES FONCTIONNELLES DU MUSCLE
SOLEUS DE RAT IMMOBILISE ENTRE 6 ET 12 JOURS
POST-NATALS 105
A - Tensions maximales 105
B - Propriétés d'activation par le calcium et le strontium 107



CHAPITRE 3 : EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES
ET FONCTIONNELLES DU SOLEUS DE RAT NOUVEAU-NE APRES
UNE IMMOBILISATION DE SIX JOURS EN ETAT D'INNERVATION

MONOSYNAPTIQUE
I - CRITERES D'ATROPHIE MUSCULAIRE 111
A - Evolution des masses corporelles et musculaires 111
B - Surface des fibres 111

IT - EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES DU
MUSCLE SOLEUS IMMOBILISE DE 17 A 23 JOURS POST-NATALS 114
A - Typage ATPasique 114
B - Immunohistochimie 114
C - Analyse é€lectrophorétique des isoformes de chaines lourdes de myosine 119

IIT - EVOLUTION DES PROPRIETES FONCTIONNELLES DU MUSCLE

SOLEUS IMMOBILISE DE 17 A 23 JOURS POST-NATALS 121
A - Tensions maximales 121
B - Propriétés d'activation par le calcium et le strontium 121

CHAPITRE 4 : EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES ET
FONCTIONNELLES DU SOLEUS DE RAT ADULTE SOUMIS A UNE
IMMOBILISATION D'UNE DUREE DE SIX JOURS
(ETAT D'INNERVATION MONOSYNAPTIQUE)

I - CRITERES D'ATROPHIE MUSCULAIRE 127
A - Evolution des masses corporelles et musculaires 127
B - Surface des fibres 129
IT - MODIFICATIONS DES PROPRIETES STRUCTURALES 129
A - Typage ATPasique 129
B - Analyse électrophorétique des chaines lourdes de myosine 129
IIT - MODIFICATIONS DES PROPRIETES FONCTIONNELLES 135
A - Tensions maximales 135

B - Propriétés d'activation par le calcium et le strontium 135
p p



DISCUSSION

EVOLUTION STRUCTURALE ET FONCTIONNELLE DU MUSCLE SOLEUS AU
COURS DU DEVELOPPEMENT POST-NATAL

I- EVOLUTION STRUCTURALE 143
11 - EVOLUTION FONCTIONNELLE 149

MODIFICATIONS STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES DU MUSCLE
SOLEUS IMMOBILISE DE 6 A 12 JOURS POST-NATALS

I - ATROPHIE MUSCULAIRE 153
IT - MODIFICATIONS STRUCTURALES 154
I - MODIFICATIONS FONCTIONNELLES 155

MODIFICATIONS STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES DU MUSCLE
SOLEUS IMMOBILISE DE 17 A 23 JOURS POST-NATALS, EN ETAT
D'INNERVATION MONOSYNAPTIQUE

I - ATROPHIE MUSCULAIRE 157
I - MODIFICATIONS STRUCTURALES 158
I - MODIFICATIONS FONCTIONNELLES 160

MODIFICATIONS STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES DU MUSCLE
SOLEUS ADULTE IMMOBILISE

[ - ATROPHIE MUSCULAIRE 162
I1 - MODIFICATIONS STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES 163
CONCLUSION GENERALE

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

PUBLICATIONS



INTRODUCTION



Le développement d'un organisme aussi complexe que celui d'un vertébré fait de
plusieurs mulliards de cellules a partir d'une cellule-oeuf de petite taille constitue un aspect
fascinant de la Physiologie. Une des questions majeures est de comprendre les mécanismes
contrdlant la détermination puis la différenciation des différents tissus et organes. A ce titre, le
développement musculaire représente un sujet d'études particuliérement intéressant dans la
mesure ou il s'agit d'un processus qui fait intervenir une cascade d'événements dont les
différentes étapes ont déja fait I'objet d'études diverses.

Le muscle possede une plasticité qui lui permet d'évoluer de la période
embryonnaire a la période néonatale puis adulte. Cette évolution est contrélée et régulée
par de nombreux facteurs que ['on peut ranger dans trois catégories : les facteurs
hormonaux, l'innervation, et le niveau d'activité du muscle. Ce sont ces deux derniers
facteurs qui seront plus spécialement envisagés dans cette étude.

De nombreux travaux réalisés sur des animaux soumis & une période
d'inactivité, ont révélé une atrophie musculaire consistant en une perte de masse et de
force musculaires et se manifestant surtout au niveau des muscles posturaux. Cette
atrophie dite fonctionnelle résulte de la non-utilisation de certains muscles et a déja été
bien étudiée grice a des expériences effectuées sur des rats aprés des séjours en
microgravité réelle (vols spatiaux) ou en microgravité simulée (modéle d'hypodynamie-
hypokinésie). Sur cette base, nous avons souhaité analyser l'influence du niveau d'activité
(ou de non-activité) auquel le muscle est soumis, sur le mécanisme de la contraction
musculaire en s'adressant non plus a des muscles adultes, de typage bien établi, mais a
des muscles dont le processus de maturation musculaire est en cours, c'est a dire au stade
du développement post-natal. De fagon a approfondir nos connaissances sur les

caractéristiques et l'origine de l'atrophie musculaire de non-utilisation, nous avons choisi



de soumettre un muscle postural, le soleus, a des périodes d'immobilisation par platrage.
Nous n'avons pas retenu le modele de suspension pour cette étude mais préféré un
protocole d'immobilisation conduisant & une atrophie de méme type (absence de charge
corporelle sur les membres postérieurs) sans que la croissance normale de I'animal ne soit
entravée. De plus, le muscle soleus a €té choisi parce qu'il est un muscle postural de type
lent et que toutes les données actuelles décrivent, lors d'atrophies fonctionnelles sur
I'adulte, une transformation sous forme de continuum des fibres lentes en fibres rapides,
phénomene que nous examinerons donc sur des rats nouveau-ne€s. Par ailleurs, une étude
sur des animaux en cours de développement présente l'avantage de controler directement
le role du facteur innervation. En effet, il est bien connu que l'acquisition, le maintien et
l'adaptation des caractéristiques musculaires sont sous la dépendance étroite de
linnervation et que le haut degré de plasticité du systéme neuromusculaire est
particuliéfement apparent au cours des premicres semaines de la vie post-natale, période
ou se produit la régression d'une forme polyneurale de l'innervation en faveur de
l'installation progressive d'une innervation monosynaptique. En outre, différents travaux
montrent que l'influence de linnervation sur la détermination des caractéristiques des
différents types de fibres musculaires se manifeste par une modulation du contenu en
isoformes de certaines protéines contractiles. L'activit¢ physique ou au contraire
l'immobilisation peuvent influer également sur l'expression des isoformes de diverses
protéines contractiles.

Au cours du développement post-natal, il existe, pour certaines protéines
contractiles, des transitions claires entre différentes isoformes. C'est tout particuliérement
le cas pour les chaines lourdes de myosine qui, a la différence d'autres protéines (chaines

légéres de myosine, troponines, tropomyosine), évoluent entre les formes embryonnaire,



néonatale, lente et rapide, et ont leur expression régulée a la fois par le message nerveux
et par l'activité du muscle. L'analyse du systéme de transitions de ces chaines lourdes de
myosine est donc apparue comme le marqueur le mieux adapté a une étude du

développement post-natal.

Notre travail portera donc sur la relation entre 1'évolution des propriétés
contractiles et structurales du muscle soleus de rat au cours du développement post-natal

dans des conditions normales et aprés des périodes d'immobilisation.
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Les muscles ont la propriété en se contractant d'engendrer les mouvements.
Selon l'aspect caractéristique qu'ils présentent en microscopie €lectronique, les muscles
des vertébrés sont classés en 2 catégories. Il s'agit des muscles striés et des muscles
lisses. Ainsi, les muscles striés présentent une striation paralléle, horizontale et verticale,
réguliére, facilement reconnaissable. Ces muscles comprennent les muscles squelettiques
et le muscle cardiaque. Les muscles lisses sont par contre dépourvus de toute striation.
Ils sont présents dans de nombreux organes tels que l'estomac, les intestins, les artéres,
les veines etc... Dans cette étude, seuls les muscles squelettiques retiendront notre

attention.

I- STRUCTURE DU MUSCLE

Les muscles sont entourés d'un tissu conjonctif dense. IIs se subdivisent en
faisceaux de fibres musculaires entoures de tissu conjonctif et de réseaux de vaisseaux
sanguins. A l'extrémité du muscle, le tissu conjonctif s'organise en tendons qui
permettent l'insertion du muscle sur le squelette. Le réseau de vaisseaux sanguins se
subdivise pour arriver, au stade final, aux artérioles et veinules qui en entourant chaque

fibre musculaire assurent l'oxygénation, le transport des métabolites et des hormones.



I1 - STRUCTURE DE LA FIBRE MUSCULAIRE

Les muscles squelettiques sont constitués de fibres musculaires. Chaque fibre
est un svncytium constitué par ['association de plusieurs structures caractéristiques, les
mvotibrilles (figure 1).

La fibre musculaire est la plus petite entité capable de se contracter. Ses
dimensions sont variables suivant 1'dge, I'espeéce animale ou le type de muscle. Ainsi, pour
ur meme muscle, son diametre peut varier de 10 um chez le rat nouveau-né a plus de
Tooum chez l'adulte. Sa longueur chez 'homme peut atteindre 12 ¢cm. La fibre musculaire
est hmitee par une membrane excitable appelée sarcolemme. Son cytoplasme (ou
sarcoplasme) contient essentiellement de nombreux faisceaux de myofibrilles
oviindniques. Celles-ci apparaissent en microscopie optique comme des structures
subceliulaires fines ou épaisses comportant un systeme de striations alternativement
claires et sombres. Le sarcoplasme contient en plus des myofibrilles, des organites
caractenistiques des cellules tels que des noyaux, des vacuoles, des lysosomes, des
mitochondries.

Les myofibrilles sont entourées d'un systéme membranaire élaboré (figure 2).
Le sarcolemme s'invagine en systéme transverse ou tubule T. Ce systéme est couplé a
une réserve intracellulaire de calcium appelée réticulum sarcoplasmique. L'association
d'un tubule T et de 2 vésicules du réticulum sarcoplasmique constitue une triade, élément

clé du couplage excitation-contraction.
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Figure 1 : Organisation du muscle strié squelettique (d'aprés Sheeler et Bianchi dans
"Cell biology : structure biochemistry and function", Ed. J. Wiley et sons, 1980). La
microphotographie en bas a4 gauche montre une coupe longitudinale de fibre (d'aprés
Huxley dans "The cell" Ed. Brachet et Minsky, N.Y. Academic Press, 1962). La
photographie en bas & droite montre, en microscopie a balayage, les myofilaments fin et
épais d'une bande A (d'aprés Franzini-Armstrong et coll., 1988).
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Figure 2 : Les myofibrilles, le réticulum sarcoplasmique et les tubules transverses (d'apres
Jones et Round, 1990).



III - STRUCTURE DES MYOFIBRILLES

Les myofibrilles sont constituées de 2 types de myofilaments qui représentent
l'unité méme de la contraction musculaire. Les striations transverses visibles en
microscopie optique sont alors le résultat de leur arrangement spécifique. Le sarcomeére
s'étend entre 2 stries Z et constitue 'unité contractile. Chez les muscles de mammiféres,
sa longueur de repos varie entre 2 et 3 um. En microscopie optique, il apparait comme
une succession de bandes sombres ou anisotropes (bandes A) et de bandes claires ou
isotropes (bandes I) qui sont dles a l'arrangement des myofilaments. Les bandes A sont
formées de molécules de myosine et constituent le filament épais. La zone centrale de la
bande A ou l'arrangement des molécules de myosine n'implique pas les tétes S1 est
appelée bande H. Le filament fin matérialisé par les bandes I comporte la double hélice
de molécules d'actine sur laquelle viennent s'agencer les molécules de troponines et de
tropomyosine.

L'organisation des myofibrilles est représentée a la figure 3.

IV - MECANISME DE LA CONTRACTION MUSCULAIRE

La contraction musculaire et la création de force qui en découle résultent
d'un ensemble de processus : phénomenes électriques au niveau de la membrane des

fibres musculaires, couplage excitation-contraction et contraction musculaire.
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Figure 3 : Organisation des molécules d'actine et de myosine pour former un sarcomere.

A : d'aprés Alberts et coll., 1990.

B : d'aprés Jones et Round, 1990.



A - Le couplage excitation-contraction

Le systéme musculaire est sous la dépendance étroite du systéme nerveux qui
communique avec la cellule musculaire par lintermédiaire de la jonction
neuromusculaire. Chaque contraction musculaire nait suite & une excitation électrique du
muscle. Les influx nerveux atteignent la jonction neuromusculaire et entrainent la
libération d'acétylcholine au niveau des terminaisons nerveuses. Ce transmetteur en se
fixant sur les récepteurs du sarcolemme induit une variation du potentiel de membrane
qui provoque a son tour la création d'un potentiel d'action musculaire.

Ce potentiel d'action musculaire se propage vers le centre de la fibre
musculaire le long des membranes des tubules transverses jusqu'aux triades qui sont de
véritables réserves de Calcium (Ca) intracellulaire. L'excitation provoque alors une
libération de Ca vers le myoplasme. La contraction est déclenchée par la fixation de Ca
sur la troponine C qui permet la création de ponts entre l'actine et la myosine. Le
relichement est dii au recaptage du Ca par le réticulum sarcoplasmique et au

détachement des ponts.

B - La création de la force musculaire

D'aprés la théorie d'Huxley (1957), la contraction musculaire et la création de
force qui en résulte sont dues au raccourcissement des fibres musculaires (théorie des
filaments glissants). Le glissement du filament fin par rapport au filament épais s'effectue
par lintermédiaire de ponts entre les protéines motrices (actine et myosine) qui se

forment et se détruisent cycliquement.
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On sait que le mécanisme de la contraction musculaire est sous le controle
direct de protéines régulatrices (troponines et tropomyosine) sensibles aux variations de
Ca intracellulaire.

Lorsque la fibre est au repos, en absence de Ca intracellulaire, le filament de
tropomyosine (TM) est logé dans le double filament d'actine. Il masque ainsi par
encombrement stérique le site de liaison de l'actine a la myosine. La position de la TM est
maintenue par la troponine T (TnT) qui posseéde un site de liaison avec la TM. La
troponine I (Tnl) associée a l'actine et & la troponine C (TnC) inhibe au repos
l'interaction actine-myosine.

En présence, dans le myoplasme, d'une concentration en calcium suffisante, la
troponine C fixe le Ca et provoque une diminution de l'affinité de la Tnl pour l'actine.
Les liaisons entre les 3 sous-unités de la troponine sont alors renforcées ; elles
provoquent un changement de conformation de I'ensemble qui induit un déplacement de
la TM. Le complexe TM-TnT s'enfonce plus profondément dans la gorge de l'actine et
libére le site de fixation de l'actine 4 la myosine. La formation de ponts entre I'actine et la
myosine est possible (figure 4). Le déroulement de ces phénoménes est couplé a
I'hydrolyse d'une molécule d'ATP par cycle (figure SA).

Chaque cycle, résumé a la figure 5B, comporte les étapes suivantes :

(1) : la téte S1 de myosine peut réagir avec une molécule d'actine pour
laquelle elle a une grande affinité. Grace a la fixation du Ca sur la TnC, le site de fixation
de l'actine est en effet libéré. L'angle formé entre l'actine et la téte S1 de myosine est de
90°.

(i) : libération d'un pfoduit de la réaction (Pi). Cette énergie libérée est

transformée en travail mécanique. La téte S1 de myosine présente une rotation sutvant un

13
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Figure 4 : Représentation transversale de linteraction entre la myosine et les sous unités
régulatrices du filament fin (d'aprés Potter et Gergely, 1974).

A : En absence de calcium.

B : En présence de calcium.
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Figure 5 : A : Etapes de 'hydrolyse d'une molécule d'ATP par l'actine (A) et la myosine
(M), (d'apres Jones et Round, 1990).

B : Etapes biochimiques d'un cycle d'attachement et de détachement de ponts
actine-myosine. La création de force est réalisée aux étapes ii et iii, (d'apres Jones et

Round, 1990).
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angle de 45°. Le déplacement du filament fin par rapport au filament é€pais se traduit par
un raccourcissement de 'ordre de 10 nm.

(iii) : suite & la rotation de la téte S1 de myosine, I'ADP est libéré.

(iv) : une molécule d'ATP vient se fixer sur la téte de myosine.

(v) : la fixation d'ATP diminue l'affinité de l'actine pour la myosine et permet
le détachement actine-myosine.

(vi) : I'hydrolyse de 'ATP en ADP + Pi permet de repositionner la téte S1 de
la myosine (angle de 90°). Le systéme est prét & accomplir un nouveau cycle.

L'ATP, hydrolysé par 'ATPase portée par la téte S1 de la myosine constitue
la source d'énergie immédiate de la contraction. Cette source d'énergie s'épuise
rapidement et doit étre régénérée soit par la dégradation de la créatine phosphate
(créatine phosphate + ADP + Pi — ATP + créatine, réaction catalysée par une créatine

phosphokinase) soit par I'intermédiaire de la glycolyse ou de la glycogénolyse.

V - LES PROTEINES CONTRACTILES DU FILAMENT EPAIS

Le filament épais est essentiellement constitué de molécules de myosines.
Chaque molécule de myosine comporte 2 chaines dites "lourdes" (MHC pour Myosin
Heavy Chain) de poids moléculaire 200 kDa, associées a 4 chaines iégeres (MLC pour
Myosin Light Chain) d'environ 20 kDa chacune (Lowey et coll., 1969 ; Weeds et Lowey,
1971). Les chaines lourdes s'organisent en hélice sur une longueur d'environ 1400 A. A
une extrémité, ces 2 chalnes lourdes se séparent pour se combiner chacune avec 2

chaines légéres en formant ainsi une téte globulaire.
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Les premiéres études réalisées sur la molécule de myosine par l'utilisation de
coupures enzymatiques grace a la trypsine et a la papaine avaient permis de séparer,
respectivement, la "queue" de la myosine et la téte S1 du reste de la molécule. On
obtenait ainsi une méromyosine "légére" (LMM) qui comprenait la queue fibrillaire de la
molécule et une méromyosine lourde (HMM) constituée des tétes globulaires (voir figure
6A). La méromyosine lourde se scinde ensuite en 2 parties : le fragment S1 constitué des
tétes globulaires proprement dit et le fragment S2 qui rattache celles-ci au reste de la
molécule. C'est le fragment S1 qui possede l'activité enzymatique de la myosine et qui se
lie a l'actine. Le fragment S2 est une partie plus flexible qui sert de liaison entre le
fragment S1 et le reste de la molécule (queues). Les queues de myosine (environ 300)

s'assemblent entr'elles pour constituer le filament épais (figure 6B).

1. Diversité des chaines légeres de la myosine

Les chaines légeres de la myosine s'associent a la téte S1 des MHC par des
liaisons non covalentes a raison de 2 molécules de chaines 1égéres par molécule de MHC.
Il existe deux classes de MLC :

- les MLC dites essentielles de type alcalin (la MLC 1 et la MLC 3) qui se
dissocient de la MHC a pH alcalin. Elles sont non phosphorylables.

- les MLC dites régulatrices de type "DNTB" (ou MLC 2) qui se dissocient
de la MHC en présence d'acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoate (DNTB). Ces chaines
légéres sont phosphorylables.

Une chaine légére phosphorylable et une chaine légére non phosphorylable

s'associent a une molécule de MHC.
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Figure 6 : A : Structure de la myosine (d'aprées Pollack, 1990).

T : coupure enzymatique a la trypsine
P : coupure enzymatique a la papaine

B : Structure du filament épais.
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a. Chaines de type alcalin.

Différentes isoformes des MLC de type alcalin ont été identifiées (Gauthier et

coll,, 1982 ; Barton et Buckingham, 1985).

« La MLC 1 lente ou MLC 1s (pour slow) est plus spécifiquement exprimée
dans les fibres musculaires squelettiques. Toutefois, la MLC 1s est indifférenciable de la
MLC 1 qui est exprimée dans le ventricule cardiaque (MLC 1v). En effet, chezle rat et la
souris, ces deux isoformes sont codées par le méme gene et présentent en électrophorése
bidimensionnelle des profils de migration identiques (Whalen et coll., 1978 ; Barton et

Buckingam, 1985 ; Barton et coll,, 1985 a et b).

« La MLC 1 rapide et la MLC 3 rapide ou respectivement MLC 1f et MLC 3f
(pour fast) sont spécifiquement exprimées dans les fibres musculaires rapides des muscles
squelettiques. Ces deux protéines sont le résultat des produits de traduction de deux
ARN différents, mais transcrits a partir du méme geéne. Le transcrit de la MLC 1f
comporte ainsi les exons 1 et 4 alors que le transcrit de la MLC 3f présente les exons 2 et
3 (Nabeshima et coll.,, 1984 ; Periasamy et coll, 1984). La différence au niveau des
régions amino-terminales conduit a une différence de masse moléculaire pour ces deux
isoformes. Celle de la MLC 1f est de 25 kDa alors que celle de la MLLC 3f est de 17 kDa
(Frank et Weeds, 1974). Il a été démontré que ces protéines peuvent étre substituées
l'une a l'autre dans leur association avec la MHC (d'Albis et coll., 1979). Elles peuvent
ainsi former des homodiméres (MLC 1f -MLC 1f) ou (MLC 3f -MLC 3f) ou des

hétérodimeres (MLC 1f -MLC 3f).

19



s L'expression de la MLC 1 embryonnaire (MLC lemb) est limitée aux stades
précoces du développement dans les muscles squelettiques des mammiféres (Whalen et
coll,, 1978 ; Strohman et coll., 1983), a l'exception du muscle masséter humain (Butler-
Browne et coll., 1988 ; Soussi-Yanicostas et coll., 1990 ; Soussi-Yanicostas et Butler-
Browne, 1991), et du muscle extraoculaire de rat (Wieczorek et coll, 1985) ou
l'expression de cette isoforme persiste jusqu'a 'dge adulte.

L'expression de cette isoforme, identique a la MLC 1 atriale exprimée dans le
muscle cardiaque (Barton et coll, 1985 b), est également observée lors de la
régénération des fibres musculaires et dans les cultures primaires de cellules myogéniques

humaines et de rat (Strohman et coll., 1983).

b. Chaines de type DTNB

Les chaines légéres de type "DTNB" (ou MLC 2) existent sous deux formes,
l'une phosphorylée et 1'autre non phosphorylée. La phosphorylation est réalisée par une
kinase calcium dépendante. A ce jour, plusieurs isoformes ont été identifiées :

- la MLC 2 rapide (ou MLC 2f pour fast) et la MLC 2 lente (MLC 2s pour
slow) qui sont exprimées respectivement dans les fibres rapides et dans les fibres lentes
des muscles squelettiques (Lowey et Risby, 1971 ; Collins, 1976). La MLC 2s est

également exprimée dans le ventricule cardiaque (MLC 2v : Lowey et Risby, 1971 ;

Whalen et coll., 1982).

c. Role des chaines légéres de myosine

Bien que le rdle des MLC soit peu connu, leur localisation proche de la

région charniére hélice/téte (Flicker et coll. 1983 ; Waller et Lowey, 1985) suggere
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qu'elles pourraient moduler les interactions entre l'actine et la myosine (Moss et coll,
1982 . Schaub et coll, 1986). Certains travaux suggerent I'existence d'une corrélation
entre la vitesse maximale de raccourcissement et le rapport MLC 1{/MLC 3f chez les
fibres rapides de type 1IB de différents muscles de lapin (Greaser et coll., 1988 ; Moss et
coli  1990). Il semblerait de plus que les MLC 2 phosphorylables aient une influence sur
les propriétés mécaniques. L'extraction ou l'addition de ces LC provoque respectivement
unc diminution ou une augmentation de la vitesse maximale de raccourcissement (Vipax)
de tibres musculaires pelées (Moss et coll., 1982).

Des analyses électrophorétiques réalisées sur fibre isolée ont montré que les
chaines légeres de myosine de type rapide sont exprimées dans les muscles rapides et les
chaines de type lent dans les muscles lents (Salviati et coll., 1982, 1983). Cependant,
certains résultats indiquent qu'un groupe de chaines légéres donné ne se combine pas
evclusivement avec un type de MHC donné.

Des coexistences de MLC lentes et rapides ont été observées dans des fibres
contenant des MHC lentes ou rapides. Ainsi, certaines fibres de type I de muscles
humains expriment en plus des MLC lentes, une certaine proportion de MLC rapides
(Billeter et coll., 1981 ; Ishiura et coll., 1981). De plus, des fibres de muscles de rat, de
lapin, ou de bovin habituellement considérées de type histochimique IIA (rapide)
contiennent non seulement des MLC f mais de plus des MLC 1s et MLC 2s (Young et
Davey, 1981 ; Mizusawa et coll., 1982 ; Salviati et coll., 1982 ; Staron et Pette, 1986,
1987 a et b). Ces fibres n'exprimant pas a la fois des MHC s et MHC f ne peuvent étre

considérées comme appartenant au type histochimique IIC (indifférenci€).
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2. Diversité des chaines lourdes de la myosine

De trés nombreuses études ont démontré que chez les vertébrés, les
différentes isoformes de la MHC sont exprimées selon des spécificités tissulaires et
temporelles différentes (tableau 1). Certaines isoformes sont spécifiques du tissu
musculaire et d'autres, de cellules non musculaires. Dans le cas des isoformes
musculaires, certaines ne sont exprimées que dans un type de muscles ou de fibres
musculaires et d'autres, qu'a des stades précis du développement.

Ainsi, douze isoformes de la MHC exprimées dans les muscles striés
(squelettiques et cardiaque) ont été identifiés chez les mammiféres. Les premiéres études
ont permis d'identifier deux formes de myosines différentes, rapide et lente (Lowey et
Risby, 1971). Par la suite, des études immunologiques (Billeter et coll., 1980) puis
l'utilisation d'anticorps spécifiques dirigés contre les MHC (Danieli-Betto et coll., 1986 ;
Schantz et Dhoot, 1987) ont mis en évidence l'existence d'isoformes de MHC distinctes
dans des fibres de type ATPasique différents (type I lent, types IIA et IIB rapides).

Les isoformes identifiées a ce jour comportent 5 isoformes rapides, 5 lentes

et 2 developpementales.

a. Les isoformes rapides

Deux des isoformes rapides, MHC IIA et MHC IIB sont présentes dans de
nombreuses especes (Dalla-Libera, 1981 ; Danieli-Betto et coll., 1986 ; Staron et Pette,
1987 b). Ces isoformes de MHC furent tout d'abord identifiées dans les muscles
squelettiques de rat par immunohistochimie et par électrophorése SDS PAGE. De plus,
deux ARN messagers différents ont pu étre isolés dans les muscles squelettiques de rat

(Wieczoreck et coll., 1985).

22



Muscles en développement

Muscles adultes

Embryonnaires Néonatals Rapides Lents
MHC emb MHC néo MHC IIB MHC B slow
MHC B slow (MHC emb) MHC IIX
MHC I1A
MLC lemb MLC 1 fast MLC 1 fast MLC 1 slow,
ventriculaire
MLC 1 slow a (MLC 3 fast) MLC 3 fast (MLC 1 slow a)
MLC 1 fast
MLC 2 fast MLC 2 fast MLC 2 fast MLC 2 slow
Actine o cardiaque | Actine a squelettique || Actine a squelettique | Actine o
squelettique

Actine o squelettique
TnC fast

TnC slow/cardiaque
Tnl slow

TnT cardiaque

TnT slow

™ B

™ o fast

™ a slow

(Actine o cardiaque)
TnC fast

Tnl fast
TnT fast, foetales

™ B
TM o fast

TnC fast

Tnl fast
TnT fast adultes

T™ o fast
(TM B)

TnC slow/cardiaque

Tnl slow
TnT slow

™ o slow
TM o fast
T™ B

Tableau 1 : Combinaisons possibles entre les isoformes de protéines contractiles en
fonction des différents types de muscle (Schiaffino et Reggiani, 1996). Les isoformes
entre parentheses sont minoritaires.
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Une forme supplémentaire de MHC rapide (MHC IIX) a été identifiée par
immunoblot (Schiaffino et coll. 1989, 1990). Indépendamment de ces travaux, d'autres
auteurs ont mis en évidence une isoforme de MHC rapide particuliérement abondante
dans le diaphragme de rat (Bar et Pette, 1988 ; Termin et coll. 1989 a, b, 1990). Cette
isoforme, dénommée MHC IID présente un profil de migration électrophorétique
identique a celui de la MHC IIX. La séparation de ces 2 isoformes par imfnunoblot
s'étant révélée impossible, il est généralement admis que la MHC IID serait identique a la
MHC IIX. Cette isoforme est exprimée par les fibres dont les propriétés métaboliques et
contractiles sont intermédiaires entre celles des fibres IIA et IIB (Bottinelli et coll,
1991 ; Larsson et coll., 1991 ; Bottinelli et coll., 1994). L'existence de la MHC IIX a été
définitivement établie depuis l'isolation du cDNA spécifique (De Nardi et coll., 1993).
Récemment, des expériences d'hybridation in situ menées en parallele avec des
expérimentations d'immunohistochimie ont montré que l'expression des transcrits de
MHC (MHC IIX, MHC ITA et MHC IIB) se corrélait particuliérement bien avec
existence d'isoformes de MHC différentes (De Nardi et coll.,, 1993). La présence de
trois isoformes de MHC différentes est donc admise.

Deux autres isoformes de MHC sont exprimées spécifiquement dans certains
muscles. Il s'agit d'une isoforme dite "super rapide" : MHC IIM présente dans les
muscles masticateurs de carnivores (Rowlerson et coll, 1981 ; Mascarello et coll.,
1982), et d'une MHC rapide (MHC eom) présente dans certaines fibres a contraction
"super rapide" des muscles extra-oculaires (Wieczorek et coll., 1985 ; Sartore et coll,

1987).
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b. Les isoformes lentes

La MHC 1 principalement exprimée dans les fibres lentes (Gauthier et
Lowey, 1979) est également présente dans le muscle cardiaque (BMHC card) (Lompré et
coll., 1984). Une isoforme supplémentaire (MHC I ton pour "tonic") a été identifiée dans
les fibres lentes toniques des muscles extraoculaires et les fibres intrafusales (Sartore et
coll. 1987 ; Mascarello et Rowlerson 1992). Des expériences récentes suggerent qu’il y
aurait en fait trois isoformes de MHC lentes (Hughes et coll., 1993). Ces formes mises en
évidence dans les muscles squelettiques de I’homme et du rat apparaitraient
successivement au cours du développement. Il existerait ainsi des formes lentes
embryonnaire, néonatale et adulte. Cependant, I'identité de ces isoformes est a ce jour

encore inconnue.

¢. Les isoformes développementales

Deux isoformes spécifiques de MHC, la myosine embryonnaire (MHC emb)
et la myosine néonatale (MHC néo) ont été décrites chez les mammiféres dans les
muscles au cours du développement (Whalen et coll,, 1979, 1981 ; Carraro et Catani,
1983 ; Butler-Browne et Whalen, 1984).

Il a été démontré récemment que ces formes développementales sont
également exprimées chez certains muscles adultes spécifiques et plus particuliérement
les muscles extraoculaires (Wieczorek et coll., 1985 ; Sartore et coll., 1987), le masséter
de souris (d'Albis et coll,, 1986), le masséter humain (Soussi-Yanicostas et Butler-
Browne, 1991), des muscles en régénération (d'Albis et coll., 1988), des muscles

dénervés (Biral et coll., 1989) et des fibres intrafusales (Kucera et Walro, 1989). Un
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exemple de profil de migration électrophorétique de différentes isoformes de MHC

identifiées chez le rat est représenté par la figure 7.

Le typage ATPasique est habituellement corrélé a la composition en MHC de
la fibre.

Ainsi, ]a MHC IIB est exprimée dans les fibres de type ATPasique IIB et la
MHC IIA dans les types IIA. Ces isoformes rapides peuvent coexister pour donner le
type IIAB. L'expression de la MHC I caractérise le type I lent. De plus, les isoformes de
MHC I et ITA peuvent s'associer et constituent alors une population de type IIC (lorsque
la MHC IIA est davantage exprimée que la MHC I) a activité ATPasique intermédiaire.
Lorsque la MHC I est prédominante, la fibre s'oriente vers un type IC (pour classification
voir Termin et coll, 1989 a). Il a été démontré que les fibres de type IIC, couramment
observées au cours du développement post-natal ou sur des muscles dénervés ou en
phase de régénération représenteraient plutdt un continuum entre les fibres de type I et
les fibres de type IIA (Staron et Pette, 1986). Des expériences d'immunohistochimie
(Soussi-Yanicostas et coll., 1990) ont révélé que ces fibres de type IIC contenaient, en
plus des isoformes I et IIA, une proportion variable de MHC développementales. La
régression de ces MHC développementales et I'orientation des fibres de type IIC vers des
types I et ITA est un phénomeéne requérant trés probablement la présence de l'innervation
(Gao et Kennedy, 1992). Le type IIC représenterait alors un €tat de transition du type
ITA vers le type I et ceci aboutirait a un renforcement de l'expression du type I chez les

muscles lents, conséquence directe du développement  post-natal.
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MHC IID (IIX) —> I
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Figure 7 : Migration électrophorétique sur gradient SDS-PAGE des isoformes de MHC :
MHC embryonnaire (MHC emb), MHC néonatale (MHC néo), MHC lente (MHC I) et
MHC rapides (MHC IIA, IID ou IIX et HCIIB) (d'aprés Termin et coll., 1989 b).



V1 - LES PROTEINES CONTRACTILES DU FILAMENT FIN

Ces protéines sont essentiellement représentées par l'actine et les protéines

revulatrices qui lui sont associées, les troponines et la tropomyosine (figure 8).

A - L'actine

L'actine est le constituant principal du filament fin. Elle est dite motrice a
cause de son rdle dans la création de la contraction musculaire. Sous forme
monomerique (actine G), c'est une protéine globulaire de 43 kDa, qui se polymérise en
double filament hélicoidal (actine F). In vitro, sa polymérisation peut étre induite par une
augmentation de la concentration saline, jusqu'a un niveau proche du niveau
phyvsiologique. Cette molécule est hautement conservée puisque sa séquence en acides
amunes varie trés peu d'une espece a l'autre. Elle existe cependant sous différentes formes
qui sont exprimées de fagon transitoire au cours du développement musculaire. La f et y
actine que l'on trouve a la fois dans les cellules musculaires et non musculaires sont
exprimees trés tot au cours du développement musculaire. L'oe actine cardiaque et
squelettique, spécifiquement musculaires, sont exprimées durant la vie embryonnaire.
Chez l'adulte, I'a actine squelettique est la forme prédominante.

En l'état actuel des connaissances, aucune isoforme spécifique d'un type

contractile donné n'a été identifiée.

B - La tropomyosine

Avec le complexe des troponines, elle constitue le groupe des protéines

régulatrices liées au filament d'actine. La tropomyosine (TM) se loge dans le sillon du
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Actin monomer

Figure 8 : A : Représentation schématique du filament fin, (d'apreés Jones et Round,

1990).

B : Mécanisme d'association du filament fin avec le filament épais de
myosine.
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double filament d'actine. C'est une protéine dimérique (PM 65 kDa) formée de 2 sous
unités o’TM et BTM (Cummins et Perry, 1973, 1974). Dans le muscle squelettique, des
combinaisons sous forme d'homodiméres (o/o, B/B) ou d'hétérodimeére (o/B) sont
possibles.

Des isoformes lentes et rapides de la sous unité o existent et ont été
identifiées chez plusieurs espéces animales dont le rat. Trois génes différents, identifiés,
codent pour les sous unités 3 (Helfman et coll., 1986), o lente (Ruiz-Opazo et Nadal-
Ginard, 1987 ; Wieczorek et coll., 1988) et o rapides (Reinach et Macleod, 1986 ;
Clayton et coll., 1988). Le rapport des sous unités o/} est plus élevé chez les muscles
rapides que chez les muscles de type lent (Cummins et Perry, 1973). Ainsi, les fibres de
type II du muscle psoas de lapin expriment la sous unit¢ o rapide de la TM alors que les

deux sous unités a lente et rapide de la TM sont présentes dans les fibres de type I lent

du muscle soleus.

C - Les troponines

Ce sont les protéines initiatrices de la contraction musculaire. Le complexe
des troponines comporte 3 sous-unités fonctionnellement différentes : la troponine T
(TnT) qui assure la liaison a la tropomyosine, la troponine C (TnC) responsable de la
| fixation du calcium, la troponine I (Tnl) a rdle inhibiteur qui, en absence de Ca, se lie a
l'actine et I'empéche de s'associer a la myosine.

La libération de Ca dans le sarcoplasme induit une série de changements
conformationnels déja évoqués dans ce chapitre (voir figure 4). En se liant au calcium, la

TnC change de conformation et provoque le basculement du complexe TM-Tn. La Tnl
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libére le site de liaison de l'actine a la myosine. La création de ponts entre l'actine et la
myosine est alors possible.

Des isoformes lentes et rapides ont été identifiées pour chacune des sous-
unités de la troponine. Les différences de sensibilité au Ca entre les fibres isolées lentes et
rapides ont fréquemment été attribuées aux isoformes de TnC présentes dans la fibre
(Laszewski-Williams et coll,, 1989 ; Ruff, 1989). En effet, il a été démontré sur des
fibres isolées de lapin que le niveau de tension développé en fonction du taux de calcium
présent (relations Tension/pCa) dépendait des isoformes de TnC (Moss et coll., 1986).

Toutefois, ces différences pourraient également étre attribuées a l'interaction TnT-TnC.

Les protéines contractiles aussi bien motrices que régulatrices sont exprimées
a des stades différents du développement musculaire. L’ensemble de ces processus

débutant a des stades précoces de la myogénese constitue la maturation musculaire.

VII - FORMATION DES MUSCLES SQUELETTIQUES

A - La myogénése

La myogénése est I'ensemble des processus qui régissent la formation du tissu
musculaire. Elle débute au stade embryonnaire par la formation de myoblastes. Ce sont
des cellules mononucléées post-mitotiques capables de fusionner et de synthétiser des
protéines contractiles musculaires (Holtzer et coll., 1970, 1975).
Sous l'influence de certains facteurs externes (densité cellulaire, agents mitogénes), les

myoblastes quittent le cycle cellulaire et s'engagent dans la voie de la différenciation
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terminale. Le passage en stade terminal active alors le programme myogénique ; cette
étape correspond a la fusion des myoblastes en myotubes (figure 9).

Parallelement, se produisent des modifications biochimiques amenant a
l'expression des protéines caractéristiques de la future fibre musculaire (synthése d'actine,
de myosine, de troponines) et d'enzymes spécifiques (créatine phosphokinase). Au cours
du développement embryonnaire, les myoblastes proliférent pour former progressivement
les fibres musculaires qui acquiérent au cours des premiéres semaines post-natales leurs
caractéristiques adultes notamment sous l'influence de facteurs hormonaux et nerveux.

Au cours de I'ontogénese musculaire, on assiste a l'apparition séquentielle de
deux générations de myotubes. Les myotubes de premiére génération ou myotubes
primaires (longueur 100 a 300 um) sont habituellement groupés par 3 et entourés d'un
nombre variable de cellules mononucléées indifférenciées. Ensuite chaque myotube
primaire s'isole en entrainant un certain nombre de cellules mononucléées. Le myotube et
ses cellules s'entourent alors d'une membrane basale commune (formée a partir du 19éme
jour de gestation chez la souris ; Cardasis et Cooper, 1975). C'est a l'intérieur de cette
membrane basale que se développe a partir des cellules mononucléées, la deuxiéme
génération de myotubes ou myotubes secondaires (Ontell et Dunn, 1978).

A la fin de la myogénése primaire, les motoneurones ont €tabli des contacts
avec les myotubes primaires et chaque myotube est alors innervé par plusieurs axones.
C'est au niveau de ces jonctions que viennent se former les myotubes secondaires. Les
axones innervant les myotubes primaires entrent progressivement en contact avec les
myotubes secondaires. Les myotubes secondaires ne deviendraient polyinnervés qu'apres

leur séparation des myotubes primaires. Au cours des deux a trois semaines suivant la

32



Myoblastes Myoblastes
embryonnaires foetaux

<>

A
<S>,

—3\«3

Figure 9 : Schéma récapitulatif de la formation des fibres.

<S> Myoblaste destiné a exprimer l'isoforme de MHC lente.

T Myoblaste destiné a exprimer les isoformes de MHC rapides.
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naissance, la plupart des axones dégénérent pour faire place a une configuration
monosynaptique. Chez l'adulte, les fibres ne sont innervées que par un seul axone.

Dans le muscle Extensor Digitorum Longus (EDL) d'un rat 4gé de 2 jours,
les agrégats de fibres primaires et secondaires situés sous une membrane basale
commune représentent encore 40 % du total des fibres musculaires indépendantes. Au
5éme jour post-natal, ils ne représentent plus que 2 % de la population totale des fibres
striées et 1 % au 8eéme jour post-natal. Dés le 19éme jour de gestation, dans le muscle
EDL, le nombre de fibres de type I est proche de celui du muscle adulte (environ 3 %).
Rubinstein et Kelly (1981) en concluent que la population de fibres lentes dans 'EDL
adulte est déja déterminée avant la naissance et représente en fait les myotubes de
premiére génération.

Dans les semaines suivant la naissance, histochimiquement, les fibres du
soleus se transforment de type II en type I a cause de la conversion de leurs
motoneurones (Rubinstein et Kelly, 1978). Ce changement a été considéré par
Rubinstein et Kelly (1981) comme une adaptation du muscle a une situation ou il est
utilisé pour le développement de la posture. Une certaine diversité des types de fibres
peut étre détectée immunohistochimiquement dés le 16 éme jour de gestation. A ce stade
(figure 10), toutes les fibres expriment la MHC embryonnaire (MHC emb), mais
certaines expriment également la MHC I, lente et d'autres la MHC néonatale (MHC
néo). Ainsi, les fibres de premiére génération sont le résultat de deux sous populations de
fibres présentant soit la MHC néo et la MHC emb, soit la MHC I et la MHC néo. Au
cours de la maturation, ces fibres s'orienteront vers un type I lent. Les fibres de deuxiéme
génération expriment la MHC néo, certaines au niveau du soleus présentent €galement la

MHC I (Condon et coll., 1990).

34



PRIMARY SECONDARY
GENERATION GENERATION
i
|
|

(B/slow, neonatal)

]
|
embryonic :
|
|

1
\J v

embryonic embryonic embryonic
B/slow neonatal neonatal
emb, neo emb, neo emb, neo emb, neo
B/slow 2A P ox 44— . op
\/ l
B/slow pisiow @4—» 2A 4—p 2X w4—> 2B

Figure 10 : Etapes de la diversification des fibres du muscle squelettique de rat (d'apres
De Nardi et coll.,, 1993). La premiere €tape a lieu durant le développement embryonnaire
et est caractérisée par l'apparition de la diversité des fibres de premiére génération en
fibres exprimant la MHC I et en fibres exprimant la MHC néo. La deuxi¢éme étape, apres
la naissance consiste en I'émergence des MHC ITA, 1IB et IIX.
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B - La croissance post-natale

Le systeme musculosquelettique se caractérise par sa plasticité qui lui permet
d'évoluer entre les périodes embryonnaire, néonatale et adulte.

Ainsi a la naissance, les muscles squelettiques de rongeurs présentent une
forte proportion de fibres de type histochimique IIC indifférencié. Durant les premiéres
semaines suivant la naissance, la différenciation des fibres s'affine. Cependant, les études
histochimiques entreprises sur le phénomeéne de différenciation cellulaire restent trés
limitées et méme controversées : ainsi l'expression des fibres de type I du soleus de rat
commence a partir du 2éme jour post-natal pour Brooke et coll. (1971) mais pour Okada
et coll. (1984), elle ne débute qu'a partir du Séme jour post-natal, et pour Umezu et coll.
(1992), a partir du 12éme jour post-natal. Lorsque la différenciation est amorcée, le
typage du muscle présente alors une proportion équivalente de fibres de type I et de
fibres de type IIC.

Durant les premiéres semaines suivant la naissance, la proportion des fibres
de type I restera relativement constante alors que les fibres de type IIC se transformeront
graduellement en fibres de type IIA ou IIB (Baldwin, 1984). Ces changements reflétent
les transitions existant entre les différentes isoformes de myosine embryonnaire,
néonatale et adultes (Whalen et coll., 1979 ; Butler-Browne et Whalen, 1984).

Durant ces phases de maturation, le muscle présente un accroissement de sa
taille et de sa longueur (Baldwin, 1984). L'accroissement de la longueur des fibres est
attribuée a un ajout de sarcomeres en série a chaque extrémité¢ de la fibre. Comme le
nombre de fibres musculaires reste constant des que le développement embryonnaire est
achevé (Timson et Dudenhoeffer, 1990), l'accroissement du diamétre du muscle est le

résultat de l'accroissement du diameétre des fibres existantes. Celui-ci semble provenir de
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la prolifération des myofibrilles (Goldspink, 1983 ; Saltin et Gollnick, 1983). La
croissance des fibres musculaires a une signification fonctionnelle. Il semble en effet
qu'elle coincide avec l'installation d'une configuration nerveuse monosynaptique et avec

le développement des fonctions posturales.

C - La mise en place de l'innervation définitive

L’installation de [linnervation définitive est une étape importante du
développement musculaire post-natal. La plupart des muscles présentent différents types
de fibres. Le typage est habituellement sous la dépendance étroite du systéme nerveux.
Chaque neurone moteur vient innerver un certain nombre de fibres qui présenteront
toutes un typage semblable. Les motoneurones possedent eux-mémes des types différents
qui influenceront le typage des fibres musculaires qu'ils innervent (Burke, 1981).

L'installation de l'innervation est un éveénement précoce qui fait intervenir
certaines formes de reconnaissance, encore mal identifiées, entre les fibres nerveuses et
les fibres musculaires. Dés le stade embryonnaire, l'innervation polyneurale s'installe. Les
membranes des myotubes expriment une forte proportion de récepteurs a acétylcholine
sur lesquels viennent se fixer des axones moteurs. Ainsi, une fibre musculaire regoit
plusieurs terminaisons nerveuses différentes qui la maintiennent en un état indifférencié.
L'installation de l'innervation définitive monosynaptique coincide avec l'élimination de la
plupart des récepteurs a acétylcholine. Les récepteurs restants ne seront exprimeés qu'au
niveau de la jonction neuromusculaire définitive.

Chez le rat, I'innervation polyneurale régresse progressivement pour faire
place & une configuration monosynaptique au cours des 2 premiers semaines post-natales

(Bennett et Petitgrew, 1974 ; Brown et coll., 1976). Dans le méme temps des transitions
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dans l'expression des isoformes de myosine des fibres musculaires ont lieu. Le type de
nerf innervant une fibre donnée influence de mani€re certaine le contenu en myosine de
cette fibre. Il a été montré par des techniques ATPasiques et de déplétion glycogénique
qu'a 8 jours post-natals le soleus de rat présente encore une innervation polyneurale,
tandis qu'a partir du 16éme jour post-natal I'essentiel de cette polyinnervation est éliminé
(Thompson et coll., 1984 ; Condon et coll., 1989). Durant cette période, le soleus
contient environ 55 % de fibres de type lent et 45 % de fibres de type rapide exprimant
des isoformes de MHC développementales. L'examen des unités motrices démontre donc
qu'a la différence des muscles adultes, celles-ci ne sont pas homogénes. Un panachage de
fibres lentes et rapides existe au sein d'une méme unité motrice (Gordon et Van Essen,
1985 ; Jones et coll., 1987).

Chez le soleus de rat nouveau-né, Fladby et Jansen (1990) ont démontré que
par unité motrice examinée, seulement 50 & 70 % des fibres musculaires exprimaient les
mémes isoformes de myosine. A partir de 2 semaines post-natales, ces mémes unités
motrices ne présentent plus qu'un seul type de fibre musculaire en total accord avec le
type du nerf considéré (Fladby et Jansen, 1990). La perte de l'innervation polyneurale
coincide d'une part avec le développement de la posture et d'autre part avec une
modification de l'activité électromyographique du muscle soleus (Westerga et
Gramsbergen, 1994). In vivo, l'activité des fibres musculaires provoque la libération
d'ions potassium qui provoquent une dégénérescence des récepteurs a acétylcholine
(figure 11). Une €limination synaptique a lieu de telle sorte qu'il ne subsiste qu'une seule

jonction neuromusculaire par fibre (Laufer et coll., 1989).
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Figure 11 : A : Invasion des muscles par les neurones moteurs, (d'aprés Jones et Round,
1990). Les branches neuronales envahissent tout d'abord le muscle de foetus (a), puis des
synapses multiples se forment a la surface de chaque fibre (b) qui présente alors une
innervation polyneurale. Au cours de la maturation musculaire, il se produit une

élimination sélective synaptique, de telle sorte qu'une seule d'entr'elles persistera
(innervation monosynaptique, c).

B : Processus détaillé de I'élimination synaptique (d'aprés Jones et Round,
1990). De nombreux axones moteurs innervent encore une fibre musculaire (a).
L'apparition d'une activité musculaire provoque un relargage de potassium (K*) dans
l'espace présynaptique (b). Au cours de la maturation fibrillaire, l'activité contractile des
fibres musculaires induit d'une part une réduction du nombre de récepteurs a
l'acétylcholine et d'autre part cause le retrait de toutes les jonctions neuromusculaires, &
I'exception d'une seule qui constituera la jonction neuromusculaire définitive (c).
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La libération de potassium des fibres musculaires provoque l'ouverture de canaux
calciques - potassium dépendants de la membrane de la terminaison axonale. L'entrée de
calcium au niveau terminal du nerf stimule des protéases Ca-dépendantes qui attaquent
les neurofilaments terminaux de la membrane présynaptique. Les axones se rétractent a
I'exception d'un seul qui constituera la jonction neuromusculaire définitive. L'axone
survivant pourrait €tre le plus développé. Sa taille importante serait un atout car elle lui
permet, grace a un grand volume, de garder sa concentration en calcium & un taux
relativement bas (Vrbova et Lowrie, 1989).

Dans le méme temps, le typage du muscle s'oriente davantage vers un typage
adulte (régression importante de la MHC néo, augmentation de I'expression des

isoformes adultes de MHC : MHC I et MHC I1A).

D - Les transitions des isoformes de myvesine au cours du

développement musculaire

Certaines isoformes de myosine semblent étre dépendantes de la présence ou
non de linnervation définitive. I a été démontré que la présence de l'innervation
définitive influence différemment les muscles lents et les muscles rapides. Ainsi, une
dénervation des membres postérieurs de rat pratiquée a un stade précoce du
développement post-natal (1 semaine apres la naissance), conduit 4 une atrophie des
fibres musculaires mais ne modifie pas la cinétique d'apparition des myosines adultes
rapides. De plus, la disparition de la MHC néo reste similaire a celle observée chez les
muscles controles. Ces travaux suggérent que le programme de transition des myosines
rapides et néonatale chez un muscle rapide est davantage li¢ a des facteurs endogenes

(Carraro et coll,, 1979 ; Butler-Browne et coll., 1982 ; Whalen et coll., 1982).
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Par contre, en ce qui concerne les muscles squelettiques lents, la dénervation
interrompt le programme d'expression de la myosine lente. Elle provoque une répression
de la synthese de la MHC lente et induit I'apparition de fibres de type rapide (Carraro et
coll, 1981 ; Gauthier et Hobbs, 1982). Gauthier et coll. (1984) ont utilisé le curare afin
de prévenir l'élimination de linnervation polyneurale qui chez le poulet a lieu
normalement a la fin du développement embryonnaire. Lorsque le muscle est paralysé au
18éme jour d'incubation, il peut encore contenir un exces de terminaisons nerveuses, qui
normalement, devraient étre éliminées a cette date chez un muscle controle. Les muscles
de type rapide ne semblent pas étre affectés par l'injection, mais en ce qui concerne les
muscles lents, les fibres présentent des signes de transformation. Elles n'expriment plus la
MHC lente et de nouvelles populations de myosine, non identifiées dans cette étude,
apparaissent. Il semblerait donc que les fibres de type lent puissent étre

préférentiellement affectées lors d'une modification de l'innervation.

1. Les isoformes développementales de la myosine

Des ¢tapes de transition dans l'expression des isoformes de myosine existent
au cours de la vie foetale et post-natale. Il a été démontré que des isoformes
développementales (embryonnaire et néonatale) étaient exprimées a des stades précis du

développement (Whalen et coll., 1979, 1981 ; Butler-Browne et coll., 1982).

¢ La myosine embryonnaire
La présence de myosine embryonnaire a pu étre détectée a l'aide d'anticorps
polyclonaux. Condon et coll. (1990) ont ainsi établi chez le rat la présence de MHC emb

dés le 14eme jour de gestation. Cette isoforme est abondamment exprimée dans
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l'ensemble des fibres primaires et secondaires des muscles du membre postérieur de rat
jusquau 20éme jour de gestation. L'expression de cette isoforme décroit ensuite
graduellement au cours du développment post-natal. Elle disparait totalement au cours
de ls premiére semaine post-natale (Butler-Browne et Whalen, 1984 ; La Framboise et
coll - 1990). Par des techniques d'électrophorése bidimensionnelle sur muscle entier, une
MLC lemb a également €té détectée au 4eme jour post-natal (La Framboise et coll,
Jovay Cette MLC lemb disparait cependant au cours de la 1ére semaine de vie post-
natale en méme temps que la MHC emb. L'expression temporelle de cette myosine
embnvonnaire ne semble pas étre régulée différemment suivant le type de muscle puisque
sa duree d'expression est la méme pour des muscles de type rapide (EDL, diaphragme)

ou lent (soleus).

¢ La myosine néonatale

Jusqu'a présent, seule la chaine lourde de myosine a été détectée. Narusawa
et coll (1987) l'ont en effet identifiée par utilisation d'anticorps & partir du 18éme jour de
developpement embryonnaire chez les muscles EDL et Tibialis Anterior. La MHC néo
est preférentiellement présente dans les myotubes secondaires (Thompson et coll.,1990).
Elle est abondamment exprimée durant les 2 premieres semaines de vie post-natale puis
tend a diminuer progressivement entre 2 et 3 semaines (Butler-Browne et Whalen,
1984). Sa fréquence de disparition semble dépendante du type de muscle (La Framboise
et coll., 1990). Ainsi, pour des muscles tels que 'EDL ou le diaphragme, elle disparait
totalement au 30éme jour post-natal, tandis qu'elle peut encore étre occasionnellement

exprimée dans le muscle soleus au 60éme jour.
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2. La myosine lente

L'existence d'une activation génique a été détectée a l'aide de sondes cDNA
spécifiques a partir du 16eéme jour de gestation sur le muscle soleus (Narusawa et coll.,
1987). La synthese de myosine lente semble étre un événement précoce de la myogénése.
De plus, elle est exprimée conjointement avec la myosine embryonnaire. Il a été
démontré que tous les myotubes primaires expriment aussi bien la MHC I que la MHC
emb. Les travaux de Condon et coll. (1990) montrent que la synthése de myosine lente
débute bien avant que les premiers contacts neuromusculaires soient établis. En effet,
suite & un traitement par bungarotoxine qui élimine toute jonction neuromusculaire, il a
été démontré que les fibres musculaires du train postérieur de rat étaient capables
d'exprimer d'une part des isoformes de myosine développementales et d'autre part la
myosine lente. Il existerait donc un mécanisme de pré-détermination du type de fibres
indépendant de l'innervation. Cependant, I'établissement d'une innervation polyneurale
puis monosynaptique est indispensable au déroulement de la myogénese normale et a la
différenciation des fibres musculaires. En effet, des expériences de dénervation néonatale
provoquent sur le muscle soleus une diminution rapide de la MHC lente au profit du
renforcement de l'expression des formes rapides. On peut donc penser que dans ce
muscle la présence de linnervation protége et amplifie le programme de synthése de la
MHC L

Des isoformes développementales de la MHC I semblent exister mais leur
profil de migration électrophorétique et leur réaction aux anticorps classiques sont
semblables a ceux de la MHC I adulte. Il existerait une forme lente exprimée dés les
stades embryonnaires puis une forme lente "néonatale" exprimée aprés le 27éme jour

post-natal. L'expression de cette derniére viendrait s'ajouter dans une certaine population
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de fibres a celle de la MHC 1 déja présente des le stade embryonnaire (Hughes et coll,,
1993). Apres l'établissement de l'innervation définitive, il se produit parallélement au
niveau du muscle soleus une accumulation de MHC lente, et une régression des
isoformes développementales de MHC (Butler-Browne et Whalen, 1984) ; le muscle

soleus acquiert alors progressivement son typage adulte.

3. Les isoformes rapides de la myosine

11 s'agit ic1 des isoformes de MHC IIA et IIB. Les génes sont exprimés au
cours de la vie foetale puis réprimés transitoirement a la naissance (De Nardi et coll,,
1993). Excepté dans le diaphragme ou la protéine MHC IIA a pu étre identifiée a un
stade précoce du développement post-natal (4éme jour, Watchko et coll., 1992), les
MHC IIA et IIB réapparaissent habituellement vers le 14éme jour post-natal pendant
I'établissement de l'innervation définitive. Umezu et coll. (1992) ont pu démontrer que les
types histochimiques IIA et IIB n'apparaissaient en ATPase qu'a partir du 15¢me jour
post-natal, tant sur le soleus que sur I'EDL. Leur proportion augmente graduellement

jusqu'au stade adulte.

E - Les autres protéines contractiles

11 s'agit essentiellement du complexe des troponines et de la tropomyosine.
Jusqu'a présent, aucune isoforme développementale spécifique n'a été détectée pour ces
protéines a l'exception de la TnT. Cinq isoformes embryonnaires de la TnT ont été
identifiées chez le rat et I'homme (Sabry et Dhoot, 1991) et chez le lapin (Briggs et
Schachat, 1993). Des transitions des formes foetales vers les formes rapides de TnT

existent a la naissance (Briggs et coll., 1990). Les formes rapides de TnT semblent étre
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préférentiellement associées a une prédominance de la forme o de la TM. Néanmoins, les
transitions des formes développementales vers les isoformes adultes sont achevées au
cours de la premiere semaine de développement post-natal, et semblent n'avoir lieu que
chez les muscles rapides. Aucune isoforme développementale de la TnT n'a jusqu'a
présent €té détectée chez les muscles lents (Reiser et coll., 1992). Leeuw et coll. (1994)
ont montré qu'a 2 jours post-natals, le soleus de lapin comportait en effet 90 % de TnT
lente de type adulte. La TnC lente est également exprimeée a 60 % et le taux d'expression
de la Tnl lente passe de 50 % a 2 jours post-natals a 60 % au 8éme jour post-natal.

De plus, la dénervation du soleus ne semble pas affecter les isoformes de TnT
et de Tnl. II semblerait d'apres Leeuw et coll. (1994) que les TnT et Tnl ne soient pas
sous la dépendance directe de l'innervation. Une augmentation de la proportion en TnC

rapide est seule observée.

Il apparait donc que linfluence directe de linnervation se manifeste
preférentiellement sur le systéme d'expression temporelle des isoformes de myosine. Des
expériences de dénervation montrent qu'il peut exister des stades "critiques" du
développement ou la sensibilité du systéme musculaire face au systéme nerveux est
accrue. En effet une dénervation néonatale ne bloque pas l'apparition de la MHC IIB
mais interfere avec la MHC IIA et retarde la disparition de la MHC néo. Ces effets sont
variables suivant le type de muscle étudié (pour revue, voir Schiaffino et Reggiani,
1996). Les transitions existant entre les isoformes de MHC paraissent dépendre d'un
programme pré-déterminé ou l'apparition de l'innervation définitive joue un role-clé.

L'installation de la forme monosynaptique de l'innervation coincide également avec le
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développement de la posture et d'une maniére générale avec la sollicitation des muscles

au niveau de chaque mouvement.

F - Les interactions entre le calcium et les protéines contractiles

1. L'établissement de la relation Tension/taux de calcium

L'augmentation du taux de calcium intracytoplasmique induit la contraction
des fibres musculaires. La rupture du sarcolemme par pelage permet une approche
directe de la machinerie contractile qui devient accessible aux ions. Le milieu baignant les
fibres pelées doit contenir de I'ATP puisqu'elles sont incapables d'en synthétiser et doit
ressembler le plus possible au myoplasme puisque des facteurs tels que le pH, la
concentration en magnésium, la force ionique et la température affectent la réponse du
systéme contractile au Ca (Ashley et Moisescu, 1977).

Gréce a l'utilisation d'un tampon calcium (Ashley et coll. 1974), qui facilite la
manipulation de solutions a teneur en Ca faible, les échanges se font a une vitesse
comparable aux échanges réalisés in vivo. Il a été, de plus, possible d'étudier la relation
existant entre I'amplitude de la contraction et la valeur de la concentration calcique du
milieu. Cette relation est appelée Tension/pCa (T/pCa) ou pCa = - log [Ca®]. Une
gamme de concentrations croissantes en Ca libre (pCa) est appliquée a la fibre. La
relation entre la tension relative et la concentration en Ca est €tablie en rapportant les
tensions maximales (P) développées par la fibre a la valeur de la tension maximale (Pp)
obtenue pour une pCa saturant tous les sites calciques de la TnC.

11 a été montre que la sensibilité au Ca des fibres isol€es était différente selon

le typage des fibres, lent ou rapide (Laszewski-Williams et coll., 1989 ; Mounier et coll,,
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1989). Ce comportement a été attribué a la composition des fibres en protéines

myofibrillaires.

2. La modification de la relation T/pCa au cours du développement post-
natal

Bien que des transitions importantes d'isoformes de myosine aient lieu au
cours du développement post-natal, jusqu'a présent le role des protéines régulatrices sur
la relation T/pCa a surtout €té €tudié. Des hypotheses récentes suggerent que la
sensibilité¢ au Ca serait modulée par des isoformes de TnT. Il apparait que la TnT
présente, a la différence de la TnC et de la Tnl, des transitions dans I'expression de ses
différentes isoformes au cours du développement post-natal (Nassar et coll., 1991). Sur
le ventricule de lapin nouveau-né, la TnT est représentée par 4 isoformes rapides
différentes : TnT1, TnT2, TnT3, TnT4, dont les proportions relatives évoluent
rapidement dans les premiers jours du développement post-natal. Des études font
apparaitre qu'une diminution de l'isoforme prédominante de TnT, la TnT2, entraine un
déplacement de la relation tension/pCa vers des valeurs de pCa plus faibles, ce qui traduit
une baisse de la sensibilité au Ca (figure 12). La sensibilité du systéme contractile de
lapin nouveau-né s'apparente sensiblement a celle observée chez l'adulte. L'existence
d'une relation existant entre les isoformes de TnT et la sensibilité au Ca a également €été
décrite chez le muscle squelettique de poulet (Reiser et coll., 1992). Des variations de
sensibilité au calcium seraient corrélable a I'isoforme de TnT présente. La modification de
la proportion relative d'isoformes lentes et rapides de la TM, Tnl et TnC ne semble pas
affecter la relation T/pCa au cours du développement post-natal.

Cependant, de nombreuses transitions existent en ce qui concerne les
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Figure 12 : Tllustration de profils densitométriques de Western Blot et de relations
Tension/pCa établis sur le ventricule de lapin nouveau-né a deux stades du
développement post-natal :

A : 22 jours post-natals

B : a S jours post-natals
Les profils densitométriques représentent le sens de migration électrophorétique des
isoformes de TnT; TnT 1 (1), TnT 2 (2), TnT 3 (3) et TnT 4 (4).
A 5 jours post-natals, la diminution significative de lisoforme de TnT2 provoque un
déplacement vers la droite de la relation Tension/pCa (d'aprés Nassar et coll., 1991).
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1sotormes de myosine, et il n'est pas a exclure qu'elles puissent influencer 1a position
y ) p

et ou lallure de la relation T/pCa au cours du développement post-natal.

VIill - MODIFICATION DU DEVELOPPEMENT EN FONCTION DE

L'ACTIVITE MUSCULAIRE

Plusieurs parametres peuvent influencer et modifier le déroulement normal du
procramme de transitions pré-établi des différents protéines contractiles.

Parmi les modéles permettant I'étude des facteurs inﬂuen§ant le
developpement musculaire, il est possible de distinguer ceux affectant la relation nerf-
muscic (denervation, réinnervation...) et ceux, qui tout en préservant l'intégrité de la
relation nerf-muscle, peuvent n'affecter que le bon fonctionnement du développement
musculaire post-natal. Dans cette derniére catégorie, entrent les facteurs position du
muscle et/ou niveau d'activité musculaire. Ils peuvent en effet, s'ils sont modifiés, induire
des perturbations structurales et fonctionnelles des protéines contractiles.

Les conditions de non-utilisation musculaire peuvent étre provoquées par

des sejours en microgravité réelle (vols spatiaux) ou par des modeéles expérimentaux
recreant ces conditions. Les modeles les plus fréquemment utilisés sont l'immobilisation
(Fitts et coll,, 1989) ou la suspension du train postérieur de rat (Morey-Holton et
Wronski, 1981 ; Falempin et coll., 1991). Les expériences d'immobilisation des
articulations par platrage mettent en évidence l'influence de la position sur les différentes
propriétés musculaires. Les muscles squelettiques sont plus ou moins touchés selon leur

type ou leur fonction (Stevens et coll., 1993). En effet, les muscles lents posturaux tels
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que le soleus sont beaucoup plus sensibles a I'immobilisation que les muscles rapides tels
que 'EDL. La position d'immobilisation est également importante : les résultats les plus
spectaculaires surviennent lorsque les muscles sont immobilisés dans une position
intermédiaire (angle de l'articulation de la cheville maintenu a environ 90°) ou raccourcie
(angle proche de 180°). Dans ce dernier cas, la cheville est maintenue en position de
flexion plantaire (voir figure 13 dans le chapitre suivant). Les muscles soleus et
gastrocnémien sont alors raccourcis au maximum. Un étirement du soleus par platrage
pendant une période de suspension permet de restaurer les propriétés contractiles
(Leterme et coll., 1994) confirmant l'importance de la position dimmobilisation. Il a été
démontré qu'apres 2 semaines d'immobilisation en flexion plantaire, la masse musculaire
et le diamétre des fibres chutent d'environ 50 % (Booth et Kelso, 1973 ; Spector et coll ,
1982 ; Baker et Matsumoto, 1988). Les fibres musculaires présentent des symptomes de
dégénérescence avancée et une réduction du nombre des sarcomeéres est également
rapportée. Des perturbations structurales, associées a l'atrophie musculaire, interviennent
rapidement. En effet, une réduction de la synthése protéique et/ou une augmentation du
catabolisme ont été décrites dans ces mémes conditions (Goldspink, 1977). Ces
modifications seraient maximales aprés une semaine d'immobilisation. Plus précisément,
les auteurs (Szczepanowska et Jakubiec-Puka, 1992) rapportent chez le rat adulte une
diminution significative de la quantité totale de MHC apreés 4 jours d'immobilisation du
soleus en position raccourcie. De plus, il a été montré que lorsque le muscle soleus de rat
nouveau-né est immobilis€ en position raccourcie, celui-ci ne se différencie pas
complétement en un muscle lent postural (Goldspink et coll, 1992). II semblerait
exprimer préférentiellement les génes de la myosine de type rapide tandis que le géne de

la myosine lente serait réprime.
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A ces modifications structurales s'ajoutent des perturbations de cinétique de
contraction des muscles. Le muscle soleus adulte de rat ténotomisé, ou immobilisé en
position intermédiaire_ ou raccourcie se transforme en un muscle de type plus rapide, avec
une augmentation du pourcentage de fibres de type II rapide (Booth et Kelso, 1973).
Cette transformation peut étre empéchée également lorsque le message nerveux est
bloqué en présence de tétrodotoxine (Falempin et Fodili, 1995) ou aprés une
électrostimulation appropriée (Furby et coll, 1993 ; Leterme et Falempin, 1994).
D'autres travaux montrent que l'activité électromyographique du muscle soleus est

fortement diminuée ou perturbée par 'immobilisation (Fischbach et Robbins, 1969).

En ce qui concerne les situations d'hyperactivité, des transformations vers

un typage lent ont été plus fréquemment reportées. Ces modifications sont observées
chez le muscle plantaris aprés excision d'un muscle synergique, le muscle gastrocnémien.
Cette ablation conduit a une réaction dhypertrophie des muscles restant en place,
conjuguée d'une part & l'inhibition de l'expression des isoformes rapides de MHC et
d'autre part a une potentialisation de l'expression de la MHC I (Baldwin et coll., 1987).
De tels résultats ont été obtenus avec des muscles soleus et EDL aprés excision de
muscle Tibialis Antérieur (Leferovich et coll., 1991). Ce type de transformation serait
pour le muscle restant en place un moyen d'économiser ses ressources énergétiques,

puisque les muscles lents utilisent moins d'ATP.

L'immobilisation de l'articulation de la cheville entrainant la privation de
l'activité motrice a donc des répercussions importantes et immeédiates sur les différentes

propriétés musculaires et plus particuliérement sur les isoformes de myosine.
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MATERIELS ET METHODES
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I- MATERIEL BIOLOGIQUE

A - Caractéristiques des animaux

Nos travaux ont porté sur des rats males de souche Sprague-Dawley. Les
rats utilisés sont d'une part des rats nouveau-nés agés respectivement de 6, 12, 17 et 23
jours post-natals et d'autre part des rats adultes 4gés de 13 semaines (91 jours post-
natals). Les rates et leur portée ainsi que les rats adultes, sont placés en cages
individuelles dans des conditions identiques de température (25°C), de nourriture et

d'éclairage (fractionné en cycle circadien de 12 b/12 h).

B - Groupes d'animaux

Les animaux sont divisés en 2 groupes principaux :

- animaux contrdles : animaux agés respectivement de 6, 12, 17, 23 et 91
jours (5 animaux/sous-groupe) : ces groupes seront respectivement dénommés, 6 j
CONT, 12 j CONT, 17 j CONT, 23 j CONT et ADULTE CONT,

- animaux immobilisés : animaux ayant subi une immobilisation de 6 jours
(10 animaux/sous-groupe), et alors agés respectivement de 12, 23 et 97 jours (groupes
12 ; IMMO, 23 j IMMO et ADULTE IMMO).

Les ages des animaux ont été¢ choisis en fonction des différents états
d'innervation, linnervation définitive apparaissant entre 12 et 17 jours (Westerga et
Gramsbergen, 1994).

Le platrage a été réalis€ pour une durée de 6 jours aux ages suivants :

- de 6 & 12 jours post-natals, période ou le muscle soleus est encore innervé

polyneuralement,
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- de 17 a 23 jours post-natals ; linnervation du muscle présente alors une
configuration monosynaptique,
- de 91 a 97 jours post-natals, le muscle présente un €tat adulte stable ; sa

différenciation et son innervation sont completes.

C - Caractéristiques des muscles étudiés

11 est connu, sur le rat adulte, que les muscles lents posturaux antigravitaires
sont les plus touchés par une période d'inactivité. Nos travaux ont donc porté sur le
muscle soleus. Le muscle soleus, impliqué dans la posture et le mouvement de la cheville,
est un fléchisseur plantaire. Il est résistant a la fatigue. Histologiquement, il s'agit d'un
muscle lent, composé majoritairement de fibres de type I et d'une plus faible proportion
de fibres de type IIA (Bar et Pette, 1988). Les fibres de type I possédent un haut pouvoir
oxydatif mais un potentiel glycolytique peu important (métabolisme SO ou Slow
Oxydative). Leur activité ATPasique est faible. Le soleus comporte également des fibres
de type intermédiaire IIC et rapides IIA. Les fibres rapides de type IIA possedent par
contre un métabolisme glycolytique important (FG ou Fast Glycolytic). Leur activité
ATPasique est importante. Les fibres de type IIC sont des fibres hybrides qui présentent

une activité ATPasique et un métabolisme intermédiaires.

D - Modéle d'inactivité

Le modéle d'inactivité choisi est le platrage de la patte arriere gauche en
position de flexion plantaire (figure 13) pour une durée de 6 jours. La position de flexion

plantaire consiste en 'immobilisation de la cheville avec un angle de 180°. L'articulation

54



muscle soleus

Figure 13 : Illustrations schématiques de trois positions possibles de I'articulation de la cheville
et de la longueur du muscle soleus de la patte postérieure de rat.

A : position de dorsiflexion. L'angle antérieur de l'articulation (o) est d'environ 30°.
Le muscle soleus est étiré.

B : position intermédiaire. L'angle antérieur de l'articulation est d'environ 90°. Le
muscle soleus est en position neutre.

C : position de flexion plantaire. L'angle antérieur de l'articulation est proche de
180°. Le muscle soleus est fortement raccourci.
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du genou présente alors un angle de 35° par rapport a l'articulation de la cheville. Le
soleus est raccourci au maximum.

Le protocole de platrage est le suivant : la patte gauche du rat est passée a
lalcool puis séchée. La cheville est étirée a 180° puis enrobée d'une bande de platre pour

les rats nouveau-nés ou d'une bande de résine de platrage synthétique pour les rats
Y.

adultes Afin de ne pas géner la croissance de I'animal, le platre est changé tous les deux .

jours L patte arriére droite du rat est laissée libre afin de lui permettre de se déplacer et
d'avorr acces a l'eau et a la nourriture. Le muscle soleus droit des rats immobilisés ne sera
pas utilisé dans cette étude. Il a ét€¢ démontré en effet que I'immobilisation d'un muscle
donne provoquait chez son contralatéral une réaction dhypertrophie (Heslinga et

Huming. 1992).

E - Prélévements

Les prélevements musculaires des animaux contrfles et immobilisés sont
realises sous anesthésie générale a l'aide d'éthylcarbamate (1.60 mg/g). Aussitdt le
prelevement effectué, les muscles sont pesés puis divisés au hasard en 2 lots ; l'un deux
est soumis & la technique de pelage, l'autre est congelé dans l'isopentane refroidi par
lazote liquide puis stocké a - 80°C dans le but d'une étude histologique et
immunohistochimique ultérieure a l'aide de coupes sériées. Le muscle pelé est utilisé sous
forme de faisceaux de fibres ou de fibres isolées sur lesquels(elles) sont réalisées l'étude

des propriétés contractiles puis l'analyse électrophorétique.
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I1 - TECHNIQUE DE FIBRE PELEE

A - Pelage des fibres musculaires

1. Technique utilisée

Le principe de pelage des fibres musculaires consiste a rendre accessible le
systéme contractile (protéines contractiles et réticulum sarcoplasmique) & différentes
substances. Le pelage permet d'éliminer la membrane externe (ou sarcolemme) de la fibre
musculaire.

Le pelage que nous avons réalisé est un pelage chimique au moyen d'un
chélateur du calcium, I'EGTA ((éthyléne glycol B aminoéthyl éther) NNN'N' tétra-acide
acétique). L'EGTA perméabilise le sarcolemme, sans altérer le systéme contractile. Un tel
pelage est classiquement utilisé pour les muscles squelettiques striés et ne modifie pas la
sensibilité des protéines contractiles au calcium.

La méthode de pelage chimique utilisée au laboratoire (Mounier et coll,
1989) est 1ssue du protocole de Wood et coll. (1975). Apres le préiévement, la biopsie
est transférée a 0°C dans une solution de pelage ou solution relaxante (R) contenant de
I'EGTA (5 mM). Quatre a six heures plus tard, la solution R est remplacée par de la
solution fraiche. Les biopsies sont ensuite replacées a 0°C. Vingt quatre heures aprés le
prélévement, les biopsies sont transférées dans une solution de conservation contenant de
la solution R et du glycérol 50 % (vol/vol). Ce mélange permet de conserver les biopsies
a - 20°C pendant 2 a 3 mois (Wood et coll., 1975). De plus, un inhibiteur de protéases, la
leupeptine, est ajouté a la dose de 10 pg/ml dans la solution de conservation. La

leupeptine permet de prévenir une chute de tension des biopsies de rats nouveau-nés due
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a l'action particuliérement importante des protéases endogenes chez un jeune animal

(Reiser et coll., 1988).

2. Isolement et montage

Au moment de I'expérimentation, la biopsie est sortie du congélateur. Pour
les rats adultes, une fibre d'une longueur de 2 & 3 mm est isolée a l'aide de pinces fines.
Compte-tenu de la fragilité des fibres musculaires de rats nouveau-nés, nous avons utilisé
des faisceaux de fibres musculaires. Pour des raisons d'homogeénéité, le diamétre des
faisceaux est choisi approximativement égal a la valeur du diamétre d'une fibre adulte.
Les fibres ou les faisceaux sont noués a leurs extrémités par un fil de soie tressée
(ethicon, Ethnor S.A., Paris), puis sont utilisés pour des enregistrements de tensions

1someétriques.

B - Dispositif d'enregistrement des tensions isométriques

La fibre (ou le faisceau) comportant a chaque extrémité un fil de soie tressée
est installée dans la cuve expérimentale contenant de la solution R. L'une des extrémités
est alors reliée a un point fixe (pince fine) et l'autre a un crochet relié au capteur de force.
La longueur de repos et le diametre de la fibre ou du faisceau sont mesurés a la loupe
binoculaire (X 60) grace a un oculaire micrométrique. La figure 14 illustre le dispositif
expérimental utilisé.

La fibre musculaire de rat adulte est ensuite étirée pour atteindre 120 % de sa
longueur de repos. Cet étirement est effectué sous le contréle d'un rayon laser Hélium
Neéon, dirigé perpendiculairement a 1'axe longitudinal de la fibre. Le réseau de diffraction
obtenu, recueilli sur un écran, permet de déterminer la longueur des sarcomeéres. On peut

assimiler un sarcomére a une fenétre de diffraction et en déterminer ainsi la longueur.
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Figure 14 : A : Schéma du dispositif de montage d'une fibre musculaire.

B : Principe de mesure de la longueur des sarcomeéres.

micromanipulateur
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La longueur de sarcomere (L.S) est donnée par la formule suivante :
LS=A/sin 0O
A = longueur d'onde du laser (soit 632 nm)
6 = angle de diffraction

La distance (d) entre la fibre et 1'écran étant connue, et la distance entre le

centre et la premiére frange de diffraction (X) mesurée, la formule devient :

LS =My (@ +x*)/X]

Pour les fibres de soleus, la longueur du sarcomére apres étirement s'établit a
2.70 = 0.02 um. Cette valeur correspond a un étirement de 120 % de la longueur initiale.
Cette longueur d'étirement a €té choisie aprés avoir vérifié qu'elle permettait le
développement d'une tension maximale. Elie est maintenue constante et vérifiée durant
toute la durée de I'expérimentation.

En ce qui concerne les faisceaux de rats nouveau-nés, il n'a pas été possible
de relever les valeurs des longueurs de sarcoméres, aucune bande de diffraction n'étant
visible. Afin d'homogénéiser avec les fibres de rats adultes, ceux-ct ont été étirés a 120 %
de leur longueur de repos. Pour un faisceau, cet étirement permet d'induire, comme pour
une fibre isolée, le développement d'une tension maximale.

Les tensions isométriques développées sont mesurées par un capteur de force
BG 10 (sensibilité 0.70 v/g ; KULITE Semiconductor Products, Inc. Ridgefiels, NJ,
USA). Un étalonnage du capteur de force est réalisé réguliérement de facon a contrdler
la linéarité de la réponse dans la gamme étudiée. La réponse amplifiée (10 V/g) est
enregistrée sur traceur papier (Gould 2200). Un ordinateur de type PC relié directement

a l'amplificateur enregistre les tensions, aprés numérisation par une carte de conversion
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analogique/digitale (PC - PLM 16 - National Instruments). Un logiciel appropri€, créé au

sein du laboratoire permet un traitement des données expérimentales.

C - Solutions

Tous les produits utilisés proviennent de SIGMA Chemical (St Louis, MO,
USA). La force ionique de toutes les solutions est fixée a 200 mM et le pH est ajusté a
7.00 £ 0.02 a l'aide de potasse (1 N puis 0.1 N) ou d'acide propionique (1 N puis 0.1 N).
La concentration d'ATP, constante dans toutes les solutions, est fixée a 2.5 mM, quantité
largement suffisante pour couvrir tous les besoins énergétiques de la fibre au cours de
l'expérimentation. Les proportions des composants entrant dans les différentes solutions
sont déterminées a l'aide du programme informatique de Fabiato (1988) avec les
constantes d'association données par Orentlicher et coll. (1977), pour les solutions pCa
et par Moisescu et Thieleczek (1979), pour les solutions pSr.

Les compositions des solutions de pelage (ou solution relaxante, R), de

lavage (W) et de conservation sont les suivantes :

Solution R | Solution W | Solution de conservation

Propionate de potassium (mM) 170 185 170

Acétate de magnésium (mM) 2.5 2.5 25

K; EGTA (mM) 5 - 5

Acide 3 (Morpholino) propane 20 20 20
sulfonique (MOPS), (mM)

ATP (mM) 2.5 25 25

Glycérol (en %, v/v) - - 50
Leupetine (ug/ml) - - 10




Les solutions pCa (pCa = - log [Ca2+]) sont confectionnées avec les mémes
composants que ceux de la solution de lavage W. Le calcium libre est tamponné par
5mM de calcium provenant du CaEGTA et du K, EGTA mélangés en proportions

adéquates pour obtenir une gamme de pCa comprise entre 7.0 et 4.2.

Les solutions pSr (pSr = - log [Sr2+]) sont obtenues en ajoutant a la solution
W du Sr EGTA et K; EGTA, comme pour les solutions pCa. Le tableau 2 indique la
composition des différentes solutions de pCa et pSr.

La solution Brij est composée de solution R additionnée de 2 % (v/v) de
détergent Brij 58. Un traitement des fibres ou des faisceaux pelés par cette solution rend
le réticulum sarcoplasmique non fonctionnel tout en préservant l'intégrité des protéines

contractiles (Orentlicher et coll., 1974).

D - Protocole expérimental

1. Mesure des tensions isométriques

La fibre isolée ou le faisceau sont laissés pendant 20 mn dans la solution Brij.
IIs sont ensuite rincés plusieurs fois par la solution W puis replacés dans la solution R.
Apres le retrait de la solution R, la fibre ou le faisceau sont rincés par la solution W qui
élimine toute trace dEGTA provenant de la solution R. Une contraction maximale
d'amplitude P, peut étre induite par I'application d'une solution calcique de pCa 4.2.
Cette solution est a teneur suffisante en calcium pour saturer tous les sites calciques

libres impliqués dans le développement de la contraction. Le reldchement de la fibre ou

du faisceau est obtenu par le retour a la solution R.
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pCa KProp | MgAc, | K EGTA | CaEGTA | MOPS ATP
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
70 172 2.46 420 0.80 20 2.5
68 172 2.46 3.85 1.15 20 2.5
66 172 2.45 3.40 1.60 20 2.5
64 172 2.44 2.85 2.15 20 2.5
62 172 2.43 2.28 2.72 20 2.5
60 172 2.42 1.73 3.27 20 2.5
58 172 2.41 1.25 3.75 20 2.5
So 172 241 0.86 4.14 20 2.5
s 4 172 2.40 0.57 443 20 2.5
s2 172 2.40 0.36 4.64 20 2.5
<@ 172 2.40 0.22 478 20 2.5
48 172 2.40 0.11 4.89 20 2.5
46 172 2.39 0.02 4.98 20 2.5
44 172 2.39 0.00 5.00 20 2.5
42 172 2.38 0.00 5.00 20 2.5
pST KProp | MgAc, | K:EGTA | STEGIA | MOPS ATP
(mM) @) | @) | @M | (@M
70 172 2.48 4.99 0.010 20 25
68 172 2.48 4.98 0.016 20 2.5
66 172 2.48 4.97 0.025 20 2.5
64 172 2.48 4.96 0.040 20 2.5
62 172 2.48 4.94 0.064 20 2.5
60 172 2.48 4.90 0.099 20 2.5
S8 172 2.48 4.84 0.160 20 2.5
6 172 2.48 4.76 0.240 20 2.5
sS4 172 2.48 4.62 0.380 20 2.5
52 172 2.47 4.43 0.571 20 2.5
50 172 2.47 4.15 0.850 20 2.5
48 172 2.46 3.76 1.243 20 2.5
46 172 2.45 3.26 1.740 20 2.5
44 172 2.44 2.67 2.330 20 2.5
42 172 2.43 2.02 2.982 20 2.5
4.0 172 242 1.34 3.660 20 2.5
3.8 172 2.41 0.67 4.330 20 2.5
3.6 172 2.41 0.00 5.020 20 2.5
3.4 172 2.40 0.00 5.800 20 2.5

Tableau 2 : A : Composition des solutions pCa.

B : Composition des solutions pSr.
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Apres relachement par la solution R, la fibre ou le faisceau sont lavés par la
solution W puis activés par l'application d'une solution & concentration calcique définie
(pCa X), suivie immédiatement par la solution pCa 4.2 qui induit la tension maximale.
Ceci permet d'exprimer le niveau de tension (P) obtenu pour la solution de pCa X par
rapport au niveau de tension maximale (P,) enregistré suite & I'application de la pCa 4.2
et de normaliser la tension (P/P,). L'intérét d'une telle procédure est de s'affranchir d'une
éventuelle diminution de P, au cours de l'expérience ainsi que de la variabilité des
tensions entre les différentes fibres ou faisceaux.

La figure 15 récapitule un cycle d'expérimentation. Le changement des
solutions au niveau de la cuve expérimentale se fait rapidement grice a un systéme
d'aspiration sous vide. Les déflections transitoires figurant sur les tracés correspondent

au changement des solutions.

L'application de solutions a teneur croissante en calcium (pCa 7.0 a pCa 4.2)
permet d'établir la relation Tension/pCa (ou T/pCa). Le méme procédé est réalisé aprés
application de solutions a concentration croissante en strontium et la relation T/pSr est

ainsi obtenue. Pour la T/pSr, la contraction maximale est induite par une solution de

pSr3.4.

2. Expression des résultats
La relation T/pCa, représentée a la figure 16, est une courbe de type
sigmoide. Les parametres de seuil, d'affinité et de pente de la T/pCa sont dérivés de

I'équation théorique de Hill et coll., (1980) :
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Figure 16 : Illustration schématique de la relation entre la tension développée par une fibre
musculaire isolée et le taux de calcum. 1, 2 et 3 : paramétres caractéristiques du
fonctionnement des protéines.



__([Ca™]/Kd)"
° 1+ ([Ca*}/Kd)"

P/P, = tension normalisée

2+ . .
[Ca ]= concentration en calcium
Kd = constante de dissociation apparente

n = coefficient de Hill

Plusieurs parametres illustrant les caractéristiques des protéines contractiles
peuvent étre déduits de la relation T/pCa. Ce sont :

- le seull d'activation calcique traduisant la sensibilité des protéines au
calcium ;

- la pCas, c'est-a-dire la valeur de pCa induisant 50 % de la tension
maximale et traduisant I'affinité calcique du systéme contractile ;

- le coefficient de Hill (n) qui correspond a la pente de la relation. Ce
coefficient est un indicateur du degré de coopérativité existant entre les sites calciques
impliqués dans la contraction musculaire.

Ces parameétres peuvent €galement étre déterminés a partir de la relation Tension/pSr
(T/pSr). Cependant un seul sera utilisé dans le cadre de cette étude. 1l s'agit de la pSr,,,
En effet, la différence entre les parameétres caractéristiques de l'affinité des protéines
contractiles pour le calcium et le strontium permet de définir de maniére physiologique le

type de la fibre (figure 17). Ainsi, la valeur absolue de la différence entre les 2 valeurs de

pCa;, et pSr,, (pCay, - pSry,) ou critere A est un paramétre que nous
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Figure 17 : Identification d'une fibre de type lent (SOL) et d'une fibre rapide (EDL) par le test
strontium (d'aprés Takagi et Endo, 1977).



avons utilisé. L'existence de une ou plusieurs populations de fibres est déterminée d'apres
la loi d'anamorphose, c'est & dire la loi de la normalité appliquée aux fréquences relatives
cumulées. Sur les adultes, deux populations apparaissent : ainsi, une fibre sera identifiée
lente si A est inférieur a 0.60 et rapide quand A est supérieur a 0.90. Sur les nouveau-nés,
une seule population de faisceaux est détectée selon le critére A. Tous les parameétres

dérivés des relations Tension/pCa et Tension/pSr caractérisant les différents types de

fibres isolées sont applicables aux faisceaux étudiés.

HI - TECHNIQUE ELECTROPHORETIQUE

La composition en protéines myofibrillaires des fibres et des faisceaux étudiés pour leurs
propriétés contractiles est déterminée par électrophorése monodimensionnelle sur gel de
polyacrylamide en présence de sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE) selon la technique
de Laemmli (1970). Ce procédé nous permet de séparer les isoformes de chaines lourdes
de la myosine.

Les électrophoréses sont réalisées dans une cuve verticale HOEFER (modéle
SE 600). La température est maintenue constante a 15°C pendant toute la durée de la

migration.

A - Séparation des isoformes de chaines lourdes de mvosine

La migration des isoformes de MHC (~ 200 KD) est réalisée sur un gel de
concentration de 3.5 % et un gel de séparation de 6 % (Carraro et Catani, 1983).

L'addition de glycérol dans les gels augmente considérablement le pouvoir de séparation
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des différentes isoformes (Danieli-Betto et coll., 1986). Le tampon de migration a une
composition de 32.5 mM de Trs, 288 mM de Glycine et 0.1 % de SDS (p/v). La
miuration est réalisée a 250 volts, durant 6 heures, avec une intensité maximale de 13mA

par plaque.

B - Préparation des échantillons

Aprés les mesures physiologiques, la fibre (ou le faisceau) étudié est dissous
dans le tampon de solubilisation de Laemmli contenant un agent réducteur (le 8 mercapto
ethanol) et stocké a -20°C jusqu'au jour de I'électrophorése. La composition du tampon
de dissolution est une solution contenant 62.5 mM de Tris (pH 6.8), 1 % de SDS (p/v),

1% ¢ de glycérol et 5 % de 3 mercaptoéthanol (v/v).

C - Coloration des gels

La coloration utilisée est une coloration a l'argent d'une grande sensibilité (2
a 70 ng ; Giulian et coll,, 1983), car la quantité¢ de protéines myofibrillaires contenue
dans une fibre de rat adulte et dans un faisceau de fibres de rat nouveau-né est peu
importante.

Apreés la migration, le gel est fixé pendant 30 mn dans une solution contenant
33 % (v/v) d'éthanol a 100° et 10 % (v/v) d'acide acétique. Une seconde fixation est
realisée durant une nuit dans une solution de glutaraldéhyde a 10 % (v/v). Un ringage de

5 h sous eau distillée sera alors nécessaire pour éliminer le film de glutaraldéhyde déposé

a la surface du gel.
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Le gel est ensuite coloré sous agitation pendant 5 mn dans une solution
d'argent ammoniacal contenant 18.9 mM de NaOH (p/v), 207 mM d'ammoniaque (v/v)
et 0.8 % (p/v) de nitrate d'argent.

Aprés 2 ringages a l'eau distillée, la révélation est réalisée par une solution
d'acide citrique (0.23 mM) et de formaldéhyde (0.02 %). La révélation est arrétée par un
lavage de 30 mn a I'eau distillée.

Une analyse densitométrique (Quantiscan Microvial Systems, Biosoft, UK.)
des gels permet de déterminer les proportions relatives de chaque isoforme de MHC

exprimée dans les fibres et les faisceaux étudiés.

IV - TECHNIQUE HISTOCHIMIQUE

La méthode utilisée pour la distinction des différents types de fibres du soleus
est celle de Guth et Samaha (1969). L'activité enzymatique de I'adénosine triphosphatase
(ATPase) myofibrillaire est détectée sur des sections transversales (épaisseur de 10 pm)
du muscle, effectuées a l'aide d'un cryostat.

Des préincubations sont effectuées d'une part dans des tampons acides
(100 mM d'acide acétique ; 100 mM d'acétate de sodium) préalablement ajustés a pH
420, 4.25, 4.30, 4.45 pendant 10 mn a 23°C et d'autre part dans des tampons basiques
(100 mM de 2-amino-2-méthyl-1,3 propranediol ; 18 mM de chlorure de calcium) ajustés
apH 9.4 et 10.4 pendant 15 mn a 23°C. Avant la préincubation a pH basique, les lames
sont fixées pendant 5 mn dans une solution contenant 5 % de formaldéhyde a 35 %,

200 mM de cacodylate de sodium, 68 mM de chlorure de calcium et 35 mM de sucrose.
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Toutes les lames préincubées a pH acide et basique sont ensuite incubées
respectivement 45 et 30 mn & 37°C dans un tampon (pH 9.4) contenant 18 mM de
chlorure de calcium, 2.7 mM d'ATP et 100 mM de 2-amino-2-méthyl-1,3-propanediol.

Apres ringage dans une solution contenant 70 mM de chlorure de calcium,
les lames sont colorées par un passage dans une solution de chlorure de cobalt a 2 %
puis dans une solution de sulfure d'ammonium a 5 %. Aprés ringage a 'eau courante et
déshydratation aux alcools croissants et au toluéne, les lames sont montées a l'eukitt.

La préincubation acide permet d'inhiber l'activité ATPasique de fagon plus
importante pour les fibres de type II que pour les fibres de type 1. A l'analyse
microscopique, les fibres de type I seront donc plus intensément colorées (fibres de
coloration noire) que les fibres de type II (coloration blanche). Cette technique met
également en évidence la présence de fibres ne se colorant que faiblement (coloration
grise). Ce sont des types intermédiaires (IIC). Cette classification histochimique a été
confirmée par Termin et coll. (1989 a) qui ont démontré que les fibres de type
histochimique I et IIA exprimaient en électrophorése respectivement les isoformes lente
(I) et rapide (IIA) de la myosine. Les fibres de type IIC résultent d'une coexpression des
isoformes adultes I et ITA de la myosine éventuellement associés a des formes de MHC
deéveloppementales (MHC embryonnaire ou néonatale).

La fixation au formaldéhyde des lames préincubées a pH basique permet la
réversibilité de la réaction. Ainsi, a pH 10.4, les fibres de type II apparaissent colorées en
noir alors que les fibres de type I sont blanches. Les types intermédiaires présentent

toujours une coloration intermédiaire.
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Le typage ATPasique est réalis¢ sur I'ensemble des fibres présentes sur une
coupe. Des mesures de surface sur 200 a 300 fibres sont réalisées par l'intermédiaire d'un

analyseur d'images automatique (SAMBA 2005).

V - TECHNIQUE IMMUNOHISTOCHIMIQUE

Le taux d'expression des isoformes de chaines lourdes de la myosine a été
établi sur des coupes de muscles entiers par utilisation d'anticorps monoclonaux :

e NCL-MHCs (Tébu/novocastra) dirigé contre la MHC I (Ecob-Prince et
coll,, 1989),

e NCL-MHCd (Tébu/novocastra) dirigé contre les MHC développementales
(MHC néo et MHC emb, Davies et coll., 1991),

e NCL-MHCf (Tébu/novocastra) dirigé contre les MHC rapides (MHC ITA
et MHC IIB, Ecob-Prince et coll., 1989),

e NN 7 (fourni par le Dr G.S. Butler-Browne) dirigé contre la MHC néo
(Butler-Browne et Whalen, 1984),

¢ 2 B6 dirigé contre la MHC emb (Gambke et Rubinstein, 1984), fourni par
le Dr G.S. Butler-Browne.

Ces anticorps, dont la spécificité a été testée, ont été respectivement obtenus
a partir de myosines extraites de soleus de lapin adulte, de psoas de lapin adulte, de
muscles des pattes postérieures de rat nouveau-né (7 jours) et de myosine néonatale et
embryonnaire purifiées de muscles de rat nouveau-né. L'incubation des anticorps

primaires s'effectue sur des coupes sériées durant 3 heures en chambre humide a
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température ambiante. Les sections sont ensuite lavées 3 fois dans du tampon PBS avant
d'étre incubées 30 mn dans les mémes conditions que précédemment avec un anticorps
secondaire biotinylé¢ (Novostain Super ABC Kit-Novocastra).

La réaction de fixation de cet anticorps est amplifiée a l'aide du complexe
avidine-biotine couplé a une peroxidase. La révélation est visualisée par la
diaminobenzidine (SIGMA). Aprés déshydratation aux alcools croissants et au toluéne,
les coupes sont montées a l'eukitt. La réactivité a chaque anticorps est vérifiée sur un

minimum de 200 fibres identifiées sur chaque coupe de muscle entier.

VI- ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS

Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyennes, affectées de leur
erreur standard 4 la moyenne (X + E.S.M.). Les différences statistiques entre les
moyennes sont estimées par le test # de Student appliqué aux faibles effectifs, P < 0.05

étant choisi comme seuil de signification.
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CHAPITRE 1

EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES
DU SOLEUS DE RAT AU COURS DU DEVELOPPEMENT POST-NATAL

(ANIMAUX CONTROLES)

I- EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES

A - Typages ATPasiques

L'histogramme de la figure 18 récapitule I'évolution, au cours du
développement post-natal, des typages ATPasiques du muscle soleus. De 6 a 23 jours, la
composition des muscles selon la réaction ATPasique des fibres montre une évolution
constante. Ainsi & 6 jours post-natals, toutes les fibres du soleus présentent un type
intermédiaire IIC et sont considérées comme indifférenciées. A partir de 12 jours,
environ 52 % des fibres sont de type I et 48 % sont encore de type IIC.

Du 12 au 23éme jour post-natal et jusqu'a I'dge adulte, on constate une
augmentation progressive du nombre des fibres de type I (respectivement : 52 %, 56 %,
63.50 % et 72 % a 12, 17, 23, et 91 jours) et parallélement, une diminution des fibres de
type IIC (respectivement : 48 %, 41 %, 34 % et 6.50 % a 12, 17, 23, et 91 jours post-
natals). Les premieres fibres de type IIA ne sont détectables qu'a partir du 17éme jour
post-natal (2.40 %). Cette proportion reste la méme a 23 jours et atteint 21.5 % pour un

soleus adulte.
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Figure 18 : Evolution des différents types de fibres déterminés par typage ATPasique du
muscle soleus au cours du développement post-natal. Les résultats (5 muscles/groupe)

sont exprimés sous forme de moyenne + ESM.
A partir de P < 0.05, 1 indique une différence significative avec le groupe 6 j CONT,

§ avec le groupe 12 j CONT, # avec le groupe 17 j CONT, 1 avec le groupe 23 j CONT.



B - Inmunohistochimie

L'expression et lidentification des formes de MHC développementales ont
été testées sur nos €chantillons par immunohistochimie (figure 19). Les 2 anticorps
primaires utilisés sont : NCL MHCd qui reconnait la MHC emb et la MHC néo chez le
foetus de rat et la MHC néo au stade post-natal, et l'anticorps 2B6 qui reconnait
spécifiquement la MHC emb. La réaction positive de cet anticorps (présence de
MHC emb) a été visualisée sur les muscles du train postérieur de foetus de rat au 18éme
jour de gestation. De 6 a 23 jours post-natals, l'anticorps 2B6 présente une réaction
négative, indiquant que la MHC emb n'est plus exprimée a partir du 6éme jour post-
natal. L'anticorps NCL-MHCd montre une réaction positive du 6éme au 23éme jour
post-natal. Comme la MHC emb n'est plus présente a ces stades post-natals, cet
anticorps ne peut que démontrer la préseﬁce de MHC néo.

Ces résultats indiquent qu'aux stades développementaux étudiés, la MHC néo

est encore exprimee alors que la MHC emb ne l'est plus.

C - Analyse électrophorétique et densitométriqgue des isoformes de

chaines lourdes de la myosine

Une étude de la composition en chaines lourdes de myosine a été réalisée sur
toutes les fibres et tous les faisceaux caractérisés par leurs propriétés fonctionnelles.
Cependant, lorsqu'il s'agit de faisceaux de fibres de rats nouveau-nés, la quantité de
protéines se répartissant en isoformes de chaines lourdes de myosine (MHC) étant faible,
le nombre de faisceaux exploitables en analyse électrophorétique est inférieur au nombre

total des faisceaux caractérisés par leurs propriétés contractiles. Cette différence s'accroit
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Réaction de I'anticorps NCL MHCd

3 : soleus au 12¢me jour post-natal (G x 20) 4 : soleus au 23éme jour post-natal (G x 20)



80

Réaction de I'anticorps 2 B6

3 : soleus au 12éme jour post-natal (G x 20) 4 : soleus au 23eme jour post-natal (G x 20)

Figure 19 : Identification des isoformes de MHC développementales par
immunohistochimie. Les coupes ont été incubées avec les anticorps indiqués.



encore apres immobilisation. Dans le but de conserver une valeur statistique aux résultats
obtenus, la composition en isoformes de MHC de faisceaux non testés pour leurs
propriétés contractiles a également été €tudiée. La composition moyenne en isoformes de
MHC des faisceaux testés et non testés pour leurs propriétés contractiles étant identiques
(aucune différence statistique), les résultats ont été regroupés.

Les différentes isoformes de MHC adultes des faisceaux ont été identifiées
par la comparaison de leur profil électrophorétique avec celui connu de fibres de soleus
adulte. La MHC néonatale a été identifiée de maniére certaine en comparant sa migration
a celle de MHC néonatale purifiée. Ces profils de migrations sont illustrés a la figure 20.

Trois isoformes de MHC peuvent étre détectées dans l'ordre croissant de
migration électrophorétique :

- une isoforme rapide des chaines lourdes de la myosine : MHC IIA,

- une isoforme développementale : MHC néo,

- I'isoforme lente de MHC : MHC L.

A 6 jours post-natals, seules les MHC I et MHC néo sont présentes. La
MHC IIA est décelable a partir du 12éme jour. A partir de ce stade, les 3 isoformes de
MHC sont présentes jusqu'au 23éme jour post-natal.

Au stade adulte, seules les isoformes adultes MHC I et MHC IIA ont été
identifi€es.

Dans un but de quantification, une analyse densitométrique a été réalisée sur
I'ensemble des faisceaux et des fibres caractérisées électrophorétiquement. Les résultats

sont représentes par les figures 21 et 22.
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Figure 20 : Profil électrophorétique des isoformes de MHC. Les numéros reportés font
référence aux puits :

1 et 4 : MHC néo purifiée, 2 et 3 : faisceaux du groupe 6 ] CONT, 5 et 6 : faisceaux du
groupe 12 j CONT, 8 : faisceau du groupe 17 j CONT, 9 : faisceau du groupe
23 j CONT. Le puits 7 contient un mélange de MHC néo purifiée et une fibre hybride
rapide du soleus adulte contrdle.



La quantité¢ relative de chaque isoforme de MHC est exprimée en
pourcentage (figure 21). Les analyses densitométriques révelent que la proportion de
MHC I augmente de 50 % a 65 % entre 6 et 17 jours post-natals, tandis que la MHC néo
diminue (de 49 % a 17 %). A 23 jours, la composition en MHC I reste inchangée (66 %)
alors que la MHC néo continue a décroitre (11 %). La MHC IIA apparait a 12 jours
(10 %) et sa proportion augmente au cours du développement post-natal (22 % a 23
jours).

Les fibres adultes identifiées par le test strontium montrent une bonne
adéquation entre ce test et l'analyse densitométrique (figure 22). Ainsi, les fibres lentes
n'expriment que l'isoforme lente de MHC, la MHC 1. La plupart des fibres caractérisées
comme rapides par le test strontium présentent une nette prédominance de l'isoforme
rapide MHC IIA (74 %) avec toutefois la présence en faible quantité de l'isoforme lente
MHC I (26 %). Ces fibres ont été appelées "hybrides rapides". Les fibres purement

rapides (100 % MHC IIA) ne représentent que 6 % du total des fibres examinées.

IO - EVOLUTION DES PROPRIETES FONCTIONNELLES

A - Tensions maximales

Les tensions maximales P, des faisceaux et des fibres (tableau 3) sont établies
suite & l'application de solution calcique (pCa 4.2) permettant de saturer tous les sites
calciques du systéme contractile et de créer le maximum de ponts entre l'actine et la

myosine. Les valeurs de P, sont exprimées en tension ramenée a l'unité de surface, soit en
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Figure 21 : Analyse densitométrique de la répartition en isoformes de MHC au cours du
développement post-natal. Les résultats exprimés sous forme de moyenne + ESM, ont
été établis respectivement a partir de 27, 38, 20 et 25 faisceaux de fibres pour les
groupes 6 ] CONT, 12 j CONT, 17 j CONT et 23 j CONT.

A partir de P < 0.05, 1 indique une différence significative avec le groupe 6 j CONT,
§ avec le groupe 12 ] CONT.



Fibres rapides 6%

Fibres hybrides rapides 17%
et P ° (100% MHC lIA)
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\

Fibres lentes77%
(100% MHC 1)

Figure 22 : Représentation de la composition en isoformes de MHC chez les fibres de
soleus adulte, caractérisées par le test strontium (n = 18).
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P, kN/m?
6 j CONT (20) 5737+4.19
12 j CONT (30) 64.97 + 4.07
17 j CONT (20) 80.21 + 6.81
7§
23 j CONT (20) 79.66 +3.96
7§
ADULTE CONT Lent (15) 88.15+9.62
7§
ADULTE CONT Rapide (5) 96.41 +7.07
7§

Tableau 3 : Evolution des tensions maximales P, exprimées en kN/m* des fibres de rats
adultes et des faisceaux de rats nouveau-nés. Les résultats sont exprimés sous forme de

moyenne = ESM. Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de faisceaux et de
fibres étudiées.

A partir de P < 0.05, 7 indique une différence significative avec le groupe 6 j CONT,
§ avec le groupe 12 j CONT.



kN/m’ et montrent une augmentation significative de la force & partir du 17éme jour
post-natal. Ces valeurs se stabilisent a des valeurs proches de celles observées pour des
fibres adultes de type lent. L'évolution de ce parameétre rend compte de l'acquisition, au

cours du développement post-natal, des caractéristiques lentes du muscle soleus.

B - Propriétés d'activation par le calcium et le strontium

Les propriétés d'activation par le Ca et.le Sr ont été déterminées pour
I'ensemble des faisceaux et des fibres étudiées. Les résultats sont rapportés dans les

figures 23, 23 bis et 24 et dans le tableau 4.

D'apres la répartition en histogramme du critére A (c'est-a-dire la différence
entre la pCaso et la pSrsp), 2 populations de fibres ont pu étre distinguées pour le muscle
soleus adulte (figure 23A). Une large majorité (75 %) des 20 fibres étudiées a été
identifiée comme étant de type lent puisque la moyenne des valeurs de A est de
0.32 £ 0.05 (tableau 4). Le reste de la population des fibres adultes (25 %) présentant
une valeur moyenne de A de 1.22 +0.02 a été caractérisée comme €tant de type rapide.

En ce qui concerne les faisceaux de fibres de rats nouveau-nés, les valeurs de
A sont de type intermédiaire, c'est-a-dire localisées entre celles des fibres adultes lentes et
rapides (figure 23B). A ces ages post-natals, les valeurs de A ne permettent pas de
distinguer différentes populations. Néanmoins, a 23 jours post-natals, les faisceaux
étudiés présentent un niveau de répartition des valeurs de A plus large avec une
apparition de valeurs faibles marquant une évolution vers un type lent adulte.

Les relations Tension/pCa établies pour les faisceaux de fibres sont
représentées figure 24. Les paramétres d'activation par le Ca sont reportés dans le

tableau 4. Les relations T/pSr et les parameétres en dérivant exceptée la pSrso ne sont pas
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Figure 23 bis : Représentation des relations Tension/pCa (en trait plein) et Tension/pSr (en
pointiliés) moyennes des groupes de rats controles. Chaque relation est établie suivant
I'équation théorique de Hill. Les points expérimentaux ne sont pas représentés.
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6j CONT
12j CONT
17 ] CONT
23 CONT

TENSION RELATIVE (%)
3
4 K

o_
6.8 66 64 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 46
pCa

Figure 24 : Relations Tension/pCa établies pour les groupes 6 j CONT, 12 j CONT, 17 j
CONT et 23 j CONT. Les relations T/pCa des fibres adultes ne sont pas représentées.
Chaque point expérimental est exprimé sous forme de moyenne + ESM. Les courbes
sont tracées suivant I'équation théorique de Hill.
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pCa qeuil pCa so A n
6] CONT (20) 6.76 £ 0.06 5.90+£0.03 0.62 +£0.03 328+0.31
12 ; CONT (30) 6.57 £0.04 580002 0.60 £0.03 340+0.24
i i
17 j CONT (20) 6.62 £0.06 577003 0.57 £0.03 232%0.13
T 7§
23 1 CONT (20) 6.67+0.04 579 £0.03 0.47 +£0.03 259+0.16
i T8§# 7§
ADULTE CONT Lent (15) 6.81 £0.06 570 £0.03 0.32+0.05 2.08+0.18
ADULTE CONT Rapide (5) 6.28 £0.07 5.63 £0.04 1.22 £0.02 3.80%£0.50

*

*

£

Tableau 4 : Evolution des propriétés d'activation par le Ca et le Sr. Les chiffres entre
parenthéses indiquent le nombre de faisceaux ou de fibres sur lesquels 1'étude a été
réalisée. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne = ESM.
A partir de P < 0.05, 1 indique une différence significative avec le groupe 6 j CONT,
§ avec le groupe 12 ] CONT, # avec le groupe 17 j CONT, * avec les fibres lentes
adultes (groupe ADULTE CONT lent).



représentés ici car ils ne servent habituellement qu'a identifier le type de fibre ou de
faisceau étudié.

L'examen des valeurs de pCas, révele une diminution des valeurs de pCaso du
6éme au 12éme jour post-natal. Du 12¢me au 23éme jour post-natal, les valeurs de pCaso
ne varient pas significativement.

Les valeurs de A ne présentent pas de variation sensible du 6éme au 17¢me
jour post-natal, toutefois la valeur de A au 23éme jour post-natal est significativement
plus faible que celles obtenues pour les autres groupes de rats nouveau-nés. Elle se
rapproche alors sensiblement de la valeur moyenne de A des fibres lentes adultes.

Les valeurs des coefficients de Hill (n) sont identiques a 6 et 12 jours post-
natals mais sont néanmoins sup€rieures a celles observées & 17 et 23 jours post-natals,
ces 2 derniéres €tant significativement différentes entr'elles.

Seul le seuil d'activation calcique du groupe 12 j CONT présente une
variation significative vis a vis du groupe 6 j CONT.

Concernant le groupe ADULTE CONT, les 2 populations de fibres
observées (c'est-a-dire lente et rapide) présentent des paramétres d'activation différents.

L'analyse des relations T/pCa et T/pSr (exemples de tensions illustrées figure
24 bis) obtenues sur ces fibres montre que 5 d'entr'elles présentent un décalage important
de la courbe T/pSr vers la droite. Ce décalage A d'une valeur moyenne de 1.22 est
classiquement observé sur des fibres de type rapide. Les courbes T/pSr des 15 fibres
restantes présentent un décalage T/pCa-T/pSr nettement moindre (A = 0.32) et sont
identifiées comme étant de type lent. L'étude des parametres dérivés de la T/pCa montre
que la valeur de la pente de la relation (n) est significativement plus élevée pour les fibres

de type rapide. Le seuil d'activation calcique est plus bas (en valeur de pCa) pour les
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REPONSE D'UNE FIBRE RAPIDE

EN CALCIUM EN STRONTIUM
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REPONSE D'UNE FIBRE LENTE

EN CALCIUM EN STRONTIUM

pCas.8 pSrS5.8

— T

pCa 5.0 pSr 5.0

} . t
pCa 4.4 pSr 4.4
20 mv I

20 mv l_

10 sec 10 sec

Figure 24 bis : Exemples de tensions sous maximales et maximales en calcium et en strontium
pour une fibre lente et une fibre rapide. Les tensions maximales sont induites en calcium et en
strontium respectivement par l'application d'une solution pCa 4.2 et pSr 3 4.



fibres rapides que pour les fibres lentes adultes. Par contre, les valeurs de pCasy des
fibres lentes et rapides ne sont pas sensiblement différentes.

Les paramétres dérivés des relations T/pCa et T/pSr des faisceaux de fibres
de rats nouveau-nés n'ont pas été comparés a celles des fibres de rats adultes, puisque
dans un cas il s'agit d'un faisceau, donc d'un ensemble de fibres pelées et dans l'autre de

fibres pelées isolées.

C - Corrélations entre la compesition en isoformes de chaines lourdes de

myeosine et le critére A

La figure 25 illustre la relation établie pour chaque 4ge post-natal entre les
pourcentages relatifs des différents types de MHC et les valeurs de A. L'expression de la
MHC I augmente de facon continue de 6 & 17 jours, les valeurs de A diminuent et le
muscle évolue vers un type lent. Toutefois, de 17 a 23 jours post-natals, la composition
en isoforme de MHC I reste inchangée tandis que les valeurs moyennes de A continuent
a diminuer. Au cours du développement post-natal, la proportion relative de MHC IIA
augmente alors que la proportion de MHC néo régresse. Les coefficients de corrélation
entre la composition en isoformes de MHC (exprimée en pourcentage relatif pour chaque
type d'isoforme) et la valeur de A pour chaque faisceau sont répertoriés dans le tableau S.
Les résultats montrent que le taux de corrélation entre un type d'isoforme de MHC
donnée et le critére A dépend du stade post-natal étudié. Ainsi, aucune corrélation réelle
n'est décelable a 6 et 12 jours. Par contre, a 17 jours post-natals, la MHC néo présente le
meilleur taux de corrélation alors qu'a 23 jours post-natals, 4ge ou le muscle commence a
affirmer son typage lent, ce sont les isoformes adultes dominantes (MHC I et MHC IIA)

qui montrent le meilleur taux de corrélation.
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Figure 25 : Relations établies entre la moyenne des valeurs de A pour chaque dge post-
natal et la valeur moyenne de chaque isoforme de myosine exprimée.

6 j CONT 12 j CONT 17 j CONT 23 j CONT
r MHC I 0.093 0.12 051 0.86
r MHC néo 0.093 0.18 0.82 0.07
r MHC TIA - 0.013 0.38 0.97

Tableau 5 : Evolution du taux de corrélation entre la valeur de A et la composition en
isoformes de MHC établi pour chaque faisceau contrdle (r : coefficient de corrélation).



CHAPITRE 2
EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES ET
FONCTIONNELLES DU MUSCLE SOLEUS DE RAT NOUVEAU-NE
APRES UNE PERIODE D'IMMOBILISATION DE SIX JOURS

EN PRESENCE DE L'INNERVATION POLYNEURALE

L'immobilisation a été imposée au membre postérieur du rat entre 6 jours et 12 jours

post-natals.

I- CRITERES D'ATROPHIE MUSCULAIRE

A - Evolution des masses corporelles et musculaires

Le tableau 6 récapitule I'évolution du poids corporel (BW en g) et du poids
du soleus (MW en mg) des rats immobilisés du 6éme au 12éme jour post-natal. Les
mesures ont été réalisées sur un minimum de 10 animaux par groupe. Apres 6 jours
d'immobilisation, le poids corporel des rats nouveau-nés continue a évoluer
normalement, alors que la masse musculaire présente une diminution de 51.73 % par
rapport au groupe 12 j CONT. Le nombre total de fibres mesuré sur la section
transversale du muscle passe de 2050 £ 110 pour les animaux contrdles a 2176 + 71

apres immobilisation, les valeurs n'étant pas significativement différentes.
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BW (g) MW (mg)

6 j CONT (30) 13.5+0.3 2.140.1

12 j CONT (16) 26.4+0.8 58102
i i

12 j IMMO (19) 24.7+06 28+02
T T8

Tableau 6 : Evolution du poids corporel du rat (BW en g) et du muscle soleus (MW en
mg).

Les moyennes ont €té obtenues & partir du nombre d'animaux entre parentheses.

A partir de P < 0.05, T indique une différence significative avec le groupe 6 ] CONT, §
avec le groupe 12 ] CONT.



B - Surface des fibres
La surface de chaque type de fibres identifié par marquage ATPasique sur coupes
transversales de muscles entiers a été déterminée a partir d'un minimum de 300 fibres. De
6 a 12 j CONT (figure 26), les fibres de type IIC présentent une augmentation
progressive de la surface. Suite a une période dimmobilisation de six jours, une
diminution significative de la surface de chaque type de fibres est observée : 50.49 % de
diminution par rapport au groupe 12 j CONT pour les fibres de type I et 30 % pour les
fibres de type IIC. L'atrophie est donc plus sévere pour les fibres de type I, et les fibres
de type IIC présentent & 12 j IMMO une surface comparable a celle des fibres de type
IIC 2 6 j CONT.

L'immobilisation de 6 a 12 jours post-natals induit donc une atrophie

significative matérialisée par une diminution de la surface de chaque type de fibre.

II - EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES DU MUSCLE SOLEUS

DE RAT IMMOBILISE ENTRE 6 ET 12 JOURS POST-NATALS

A - Typage ATPasique

L'histogramme de la figure 27 présente la répartition des différents types de
fibres identifiés par ATPase sur coupes de muscles entiers. Du 6éme au 12éme jour post-
natal, la composition en fibres évolue et est marquée par l'apparition des fibres de type I
(52 %) et la régression des ﬁbrés de type IIC ; ainsi, 100 % des fibres sont de type IIC &
6 jours contre 48 % a 12 jours contrdles.

Suite & une période d'immobilisation, les typages ATPasiques présentent une

modification significative par rapport aux groupes contrdles. A 12 jours, la
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CSA (um?)
1000 T
OTYPE |
NTYPE liC
T
500 +

0

6 j CONT 12 j CONT 12 j IMMO

Figure 26 : Evolution des sections transversales (CSA en pm?®) des différents types de
fibres déterminés par typage ATPasique du muscle soleus aprés une période
d'immobilisation de six jours. Les résultats (5 muscles/groupe) sont exprimés sous forme
de moyenne + ESM.

A partir de P < 0.05, ¥ indique une différence significative avec le groupe 6 j CONT, §
avec le groupe 12 j CONT.
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(5 muscles/groupe) sont exprimés sous forme de moyenne + ESM.
A partir de P < 0.05, t indique une différence significative avec le groupe 6 j CONT,

Figure 27 : Evolution des différents types de fibres déterminés par typage ATPasique du
§ avec le groupe 12 j CONT.

muscle soleus aprés une période dimmobilisation de six jours. Les résultats
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répartition en types de fibres montre a nouveau une prédominance du type indifférencie
IIC (53.36 %) et une diminution des fibres de type I. Aux 4ges examinés, aucune fibre de

type IIA ou IIB n'a été identifiée.

B - Immunohistochimie

Une analyse immunohistochimique a été réalisée sur les muscles soleus de rat
des groupes 12 ] CONT et 12 j IMMO préalablement soumis a un marquage ATPasique.
Les résultats sont illustrés par les figures 28 et 29. L'absence de myosine embryonnaire a
été confirmée par la réaction négative de l'anticorps 2B6 sur les groupes 6 et 12 ) CONT
et le groupe 12 j IMMO.

La réaction positive de l'anticorps NCL-MHCd ne peut par conséquent étre
attribuée qu'a la présence de MHC néo. Ce résultat est confirmé par la réaction de
l'anticorps NN7. Pour des soucis de clarté et de simplification, la réaction de l'anticorps
NCL MHCAd sera seule illustrée ici.

Alors que la réaction ATPasique ne permet de distinguer que 2 types
différents de fibres, la réaction immunohistochimique affine ce classement en faisant
apparaitre 4 populations de fibres différentes en fonction de leur positivité aux anticorps.
Le type I en ATPase correspond en fait & 2 sous populations de fibres : LN (exprimant la
MHC I et la MHC néo) et LNR (MHC I, MHC néo, MHC IIA/IIB), et le type IIC &
LNR et NR (MHC I et MHC HA/IIB exprimées). Concernant le groupe 12 j CONT, il
apparait que toutes les fibres, quel que soit leur type ATPasique, expriment encore la
MHC néo. Ce serait l'isoforme adulte lente qui imposerait le type ATPasique I, alors que
le type IIC est davantage le résultat de la coexpression des isoformes de MHC IIA et

MHC néo.
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| ) A : Anticorps NCL MHCd I

- soleus 12_] CONT, Gx 50 2 : soleus 12 ] IMMO, G x 50

| B : Anticorps NCL MHCs I

soleus 12) CONT Gx 50 2 : soleus 12 j IMMO, G x 50

| C : Anticorps NCL MHCf I

7' A TR o B o N L
soleus 12 CONT, G x 50 2 : soleus 12  IMMO, G x 50

Figure 28 : Identification des isoformes de MHC par immunohistochimie, pour les
groupes 12 j CONT et 12 j IMMO. Les coupes ont €té incubées avec les anticorps

indiqués en A, B et C.
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Tableau récapitulatif de la réactivité des anticorps face aux différentes
isoformes de myosine

MHC1 MHC 1A + IIB MHC néo MHC emb
ANTICORPS
NCL-MHCs + - - -
NCL-MHCf - + - -
NCL-MHCd * : - T m
2 B6 : - - =
NN 7 - - + _

* Aux stades post-natals étudiés, cet anticorps reconnait uniquement la MHC néo.

Désignation de la réactivité positive aux anticorps

ANTICORPS MHC identifiée DESIGNATION
NCL-MHCs MHC I L
NCL-MHCf MHC IIA + 1IB R

NCL-MHCd MHC néo N
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60 T 12 j CONT
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< STYPEIC
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10 +

0 : = B
Désignation: L LN LNR LNR NR LR
e

Type de MHC : | I-néo I-néo-li néo-ll I-H
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Désignation: L LN LNR LNR NR LR
Type de MHC : | I-néo I-néo-li néo-ll I-ll

Figure 29 : Corrélation entre les différents types de fibres (déterminés par typage
ATPasique) et la composition en isoformes de MHC, déterminée par immunohistochimie
du muscle soleus aprés une période d'immobilisation du 6éme au 12éme jour post-natal.
Nous avons désigné l'expression d'isoformes de MHC rapides par MHC II puisque
I'anticorps utilis¢ NCL MHCS reconnait indifféremment les isoformes IIA et IIB.

101



Suite a une période d'immobilisation de 6 jours, en immunohistochimie, 2
sous populations nouvelles apparaissent, I'une exprimant la MHC I (L) et l'autre
coexprimant les MHC I et IIA/IIB (LR). La MHC néo reste exprimée dans la quasi
totalité des fibres de soleus immobilisés. Globalement, il se produit un "glissement" dans
le typage apres 6 jours d'immobilisation vers des populations de fibres exprimant a la fois
la MHC néo et la MHC IIA (ou IIB) qui en ATPase sont identifiées comme le type IIC
indifférencié. Ainsi, la forme LNR en histochimie est renforcée, tout spécialement celle
correspondant aux fibres identifiées IIC en ATPase. D'aprés ces résultats, le muscle
semble "se réorienter” vers un état indifférencié.

En outre, lorsque l'on considére uniquement la population de fibres dans
lesquelles sont exprimées des MHC rapides, il se produit aprés immobilisation une
surexpression de ces isoformes rapides : 63.19 % de fibres comportent la MHC IIA (ou

IIB) pour le soleus immobilisé contre 48.49 % pour le soleus contrdle.

C - Analvse électrophorétique des chaines lourdes de myosine

Une analyse de la composition en isoformes de chaines lourdes de myosine a
¢té réalisée sur les faisceaux de fibres de soleus de rats immobilisés. Les faisceaux utilisés
dans cette étude comportent d'une part, les faisceaux préalablement typés par le test
strontium (voir III) et d'autre part, compte-tenu de la faible quantité de protéines
présente dans chaque faisceau et de plus d'une perte de matiére aprés immobilisation, de
faisceaux non identifiés fonctionnellement.

Un exemple de profil de migration électrophorétique est présenté a la figure
30. L'histogramme de la figure 31 illustre pour chaque groupe la composition en

1soformes de MHC, déterminée par analyse densitométrique.
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MHC IIA

_/
— MHC nco
— MHC I

Figure 30 : Profil de migration électrophorétique des isoformes de MHC. Les numéros
indiquent les puits :
1 : faisceau du groupe 6 j CONT, 2 : faisceau du groupe 12 j CONT, 3 : faisceau du
groupe 12 j IMMO.
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Figure 31 : Evolution de la composition en isoformes de MHC aprés une période
d'immobilisation de six jours. Les résultats exprimés sous forme de moyenne + ESM ont
été établis respectivement a partir de 27, 38 et 26 faisceaux de fibres, pour les groupes
6j CONT, 12 j CONT et 12 j IMMO.

A partir de P < 0.05, T indique une différence significative avec le groupe 6 j CONT,
§ avec le groupe 12 j CONT.



Apres une période d'immobilisation, les isoformes de MHC adultes, I et ITA
du groupe 12 j IMMO présentent une légére diminution par rapport au groupe 12 j
CONT. Pour le groupe 12 j IMMO, la MHC I atteint ainsi 50 %, contre 54 % pour 12 j
CONT, et la MHC IIA, 7 % (contre 10 % pour 12 j CONT). Cette diminution reste
cependant non significative.

Parallelement, se produit une augmentation significative de la MHC néo
(43 % pour 12 j IMMO contre 35 % pour 12 j CONT) qui retrouve alors une proportion

équivalente a celle du groupe 6 j CONT.

I - EVOLUTION DES PROPRIETES FONCTIONNELLES DU MUSCLE

SOLEUS DE RAT IMMOBILISE ENTRE 6 ET 12 JOURS POST-NATALS

A - Tensions maximales

Le tableau 7 récapitule les résultats obtenus pour les faisceaux de fibres des
groupes 6 ] CONT, 12 j CONT et 12 j IMMO.

Du 6éme au 12éme jour post-natal, une augmentation graduelle de la force
est observée. Apres 6 jours d'immobilisation, il se produit une perte significative de force
par rapport au groupe 12 j CONT. P, atteint alors un niveau de force comparable a celui
observé a 6 j CONT. Parallclement a cette perte de force, rappelons qu'aprés
immobilisation, il se produit une atrophie significative attestée par la diminution de la

surface de la section transversale des fibres (voir I-B).
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Py kKN/m’
6 CONT (20) 57374419
12 j CONT (30) 64.97 £ 4.07
12 ; IMMO (20) 50.70 §i 4.54

Tableau 7 : Evolution des tensions maximales P, exprimées en kN/m’ des faisceaux de
rats nouveau-nés. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + ESM. Les
chiffres entre parentheses indiquent le nombre de faisceaux étudiés.

A partir de P < 0.05, § indique une différence significative avec le groupe 12 j CONT.



B - Propriétés d'activation par le calcium et le strontium

La figure 32 présente l'histogramme de répartition des valeurs de A et la
ficure 33 les relations T/pCa obtenus sur les faisceaux de fibres des groupes d'animaux
controles (groupe 6 et 12 ] CONT) et immobilisés (groupe 12 j IMMO). Le tableau 8
recapitule les caractéristiques d'activation par le Ca*’,

Comme nous l'avons monté dans le chapitre précédent (figure 23), les valeurs
de Vv (pCase-pSrse) sont localisées entre celles obtenues classiquement sur un muscle
soicus pour des fibres lentes et rapides et révéle la présence d'une population homogéne
de taisceaux de fibres de type intermédiaire.

Aprés 6 jours dimmobilisation, la moyenne des valeurs de A augmente

sieniicativement tout en restant dans une gamme de valeurs intermédiaires.

L'¢tude des parametres dérivés des relations T/pCa (figure 33) montre
quapres immobilisation, les faisceaux du groupe 12 j IMMO présentent des
caracteristiques d'activation calciques différentes des groupes controles (tableau 8) :

- le seuil d'activation calcique se situe entre les groupes 6 et 12 j CONT, bien
que cette différence ne soit pas significative. La valeur du seuil se rapproche de celle
observee pour le groupe 6 ] CONT ;

- la pCaso présente une évolution vers des valeurs de pCa plus fortes, donc
des gammes de concentration en Ca plus faibles. Elle se rapproche de fagon significative
de la valeur de pCaso du groupe 6 j CONT ; l'affinité des protéines contractiles pour le
Ca semble donc modifiée aprés 6 jours d'immobilisation ;

- la pente (n) ne présente pas de modification sensible aprés immobilisation.
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Figure 32 : Modification de la distribution des valeurs de A
pour les faisceaux de fibres de rats nouveau-nés suite a un

12eme jour post-natal.
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Figure 33 : Relations Tension/pCa établies pour les groupes 6 j CONT, 12 j CONT et
12 j IMMO. Chaque point expérimental est exprimé sous forme de moyenne + ESM.
Chaque courbe est établie suivant I'équation théorique de Hill.
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PCa seuil pCa so A n
6 j CONT (20) 6.76 + 0.06 5.90 +0.03 0.62 +0.03 3.28 +0.31
12 j CONT (30) 6.57 £ 0.04 5.80£0.02 0.60 £0.03 3.40£0.24
i T
12 ; IMMO (20) 6.69 +£0.04 587: 0.03 0.71-‘:_FO.O3 3.04+0.14
§ '8

Tableau 8 : Evolution des propriétés d'activation par le Ca et le Sr aprés une période
d'immobilisation de 6 jours. Les chiffres entre parentheses indiquent le nombre de
faisceaux sur lesquels l'étude a été réalisée. Les résultats sont exprimés sous forme de

moyenne + ESM.

A partir de P < 0.05, T indique une différence significative avec le groupe 6 j CONT ;
§ avec le groupe 12 j CONT.
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CHAPITRE 3
EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES
DU SOLEUS DE RAT NOUVEAU-NE APRES UNE IMMOBILISATION DE
SIX JOURS EN ETAT D'INNERVATION MONOSYNAPTIQUE.
L'immobilisation a été imposée au membre postérieur du rat entre 17 jours et 23 jours
post-natals.

I- CRITERES D'ATROPHIE MUSCULAIRE

A - Evolution des masses corporelles et musculaires

Le tableau 9 présente I'évolution du poids corporel (BW en g), et du poids
musculaire (MW en mg). Apres 6 jours d'immobilisation, le poids corporel du rat montre
une évolution normale alors que le muscle présente une atrophie de 38.50 % par rapport
au groupe 23 j CONT. Il acquiert alors un poids comparable a celui des muscles soleus

du groupe 17 j CONT.

B - Surface des fibres

L'histogramme de la figure 34 présente 1'évolution de la surface des fibres
selon leur typage ATPasique. De 17 a 23 jours contrdles, tous les types de fibres du
soleus présentent un accroissement de leur surface, bien que les variations ne soient pas
significativement différentes. Une immobilisation de 17 a 23 jours post-natals provoque

une atrophie  significative de tous les types de fibres observés.



BW (g) MW (mg)
17 j CONT (16) 34.28 £ 0.30 11.66 +0.37
23 j CONT (19) 55.98 £ 1.17 20.70 +0.47
# #
23 j IMMO (15) 56.14; 1.85 12.73;0_78

Tableau 9 : Evolution du poids corporel du rat (BW en g) et du muscle soleus (MW en

mg).

Les moyennes ont été obtenues a partir du nombre d'animaux entre parenthéses.
A partir de P < 0.05, # indique une différence significative avec le groupe 17 j CONT,

T avec le groupe 23 j CONT.
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Figure 34 : Evolution des sections transversales (CSA en pm®) des différents types de
fibres déterminés par typage ATPasique du muscle soleus aprés une période
d'immobilisation de six jours. Les résultats (5 muscles/groupe) sont exprimés sous forme
de moyenne £ ESM.

A partir de P < 0.05, # indique une différence significative avec le groupe 17 j CONT,
I avec le groupe 23 j CONT.



I1 - EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES DU MUSCLE SOLEUS

INMMOBILISE DE 17 A 23 JOURS POST-NATALS

A - Typage ATPasique

L'histogramme de la figure 35 illustre I'évolution des typages ATPasiques du
muscle soleus aprés une immobilisation du 17éme au 23éme jour.

Du 17éme au 23éme jour, I'évolution normale du soleus correspond a un
rentorcement du nombre de fibres du type I et une diminution de celles du type IIC.
Apres une période d'immobilisation, la proportion du type I diminue (63.40 % pour le
croupe 23 ] CONT et 50.96 % pour le groupe 23 j IMMO), mais I'effet est encore plus
margue pour le type IIC (34.20 % pour le groupe 23 j CONT et 3.95 % pour le groupe
231 INMMO). Une surexpression tres importante du type IIA est observée apres
immobilisation. La population des fibres de type IIA atteint 45 % (contre 2.40 % pour le

groupe 23 j CONT).

B - Immunohistochimie

L'analyse immunohistochimique a été réalisée sur les muscles de rats
231 CONT et 23 j IMMO soumis a une ATPase. Les résultats sont matérialisés par les
figures 36 et 37. L'encart de la figure 36 illustre l'importance de l'atrophie constatée. Sur
les animaux contrbles, 1'absence de MHC emb a été confirmée par la réaction négative de
l'anticorps 2B6. La réaction positive de l'anticorps NCL MHCd ne peut donc étre

attribuée qu'a la présence de la MHC néo.
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Figure 35 : Evolution des différents types de fibres déterminés par typage ATPasique du
muscle soleus aprés une période d'immobilisation de six jours. Les résultats
(5 muscles/groupe) sont exprimés sous forme de moyenne + ESM.

A partir de P < 0.05, # indique une différence significative avec le groupe 17 j CONT,
T avec le groupe 23 j CONT.
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Figure 36 : Identification des isoformes de MHC par immunohistochimie, pour les
groupes 23 j CONT et 23 j IMMO. Les coupes ont été incubées avec les anticorps

indiqués en A, B et C.
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Bien que les typages ATPasiques ne présentent que 3 populations dans le
groupe 23 ] CONT, les réactions immunohistochimiques réveélent en fait 7 populations de
fibres avec différentes coexpressions de MHC. Ainsi & 23 j CONT, 52.84 % des fibres de
type I expriment uniquement la MHC 1. La MHC néo est exprimée dans 45.80 % des
fibres et est coexprimée avec les isoformes adultes MHC I et/ou MHC II. Dans le cas
d'une coexpression avec l'isoforme lente, il semblerait que ce soit celle-ci qui impose le
typage I, alors que dans le cas d'une coexpression avec l'isoforme I, la fibre s'oriente
vers un type intermédiaire IIC. Lorsque la coexpression de la MHC néo s'effectue avec
les 2 isoformes adultes (donc présence d'au moins 3 isoformes de MHC), le typage des
fibres s'oriente vers le type I lorsque la MHC I est prédominante par rapport aux autres
isoformes alors que le typage s'oriente vers un état indifférencié lorsque l'isoforme II est
prédominante. Ainsi le type IIC déterminé par marquage ATPasique correspond a des
fibres exprimant a la fois soit MHC néo + MHC I + MHC II, soit MHC néo + MHC II,
soit MHC I+ MHC II.

Aprées immobilisation, la réaction négative de l'anticorps 2B6 indique que la
MHC emb n'est pas réexprimée. De plus, l'anticorps NCL MHCd produit une réaction
négative montrant la totale disparition de la MHC néo. A 23 j IMMO, le soleus ne
comporte plus que les isoformes MHC I et ITA/IIB. 1l présente encore en ATPase les 3
types, 1, IIC et IIA. La quantité de MHC I ne semble pas varier, mais la MHC IIA (ou
[IB) est surexprimée aprés immobilisation.

Le soleus semble donc acquérir plus rapidement apres immobilisation les
isoformes adultes de MHC et s'orienter vers un typage plus proche de celui décrit pour

'adulte.
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Tableau récapitulatif de la réactivité des anticorps face aux différentes
isoformes de myosine

MHC I MHCIA + IB| MHC néo MHC emb
ANTICORPS
NCL-MHCs T : 3 3
NCL-MHCf - n . 3
NCL-MHCd * . . T "
2B6 - - - +
NN 7 - - B -

* Aux stades post-natals €tudiés, cet anticorps reconnait uniquement la MHC néo.

Désignation de la réactivité positive aux anticorps

ANTICORPS MHC identifiée DESIGNATION
NCL-MHCs MHCI L
NCL-MHCf MHC I1A +1IB R

NCL-MHCd MHC néo N
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Figure 37 : Corrélation entre les différents types de fibres (déterminés par typage
ATPasique) et la composition en isoformes de MHC, déterminée par immunohistochimie
du muscle soleus aprés une période d'immobilisation du 17€éme au 23€me jour post-natal.
Nous avons désigné l'expression d'isoformes de MHC rapides par MHC II puisque
l'anticorps utilis€ NCL MHCS reconnait indifféremment les isoformes ITA et IIB.



C - Analyse électrophorétiqgue des isoformes de chaines lourdes de

myosine

La détermination électrophorétique des isoformes de MHC a été réalisée sur
les faisceaux de fibres préalablement identifiés par le strontium. Un exemple de profil de
migration est illustré a la figure 38. Compte-tenu d'une perte importante de matiére due a
I'immobilisation, l'analyse densitométrique des faisceaux du groupe 23 j IMMO n'a pu
étre réalisée. Le nombre de faisceaux exploitable était en effet trop peu important pour
permettre une analyse densitométrique statistiquement fiable.

De 17 a 23 j CONT, l'analyse électrophorétique révele le maintien de la
MHC I, la disparition progressive de la MHC néo contrebalancée par l'augmentation de
la MHC ITA. A ces 4ges, la MHC IIB n'a pas été identifiée ; en conséquence la réaction
de l'anticorps NCL MHC{ (précédemment décrite) ne peut étre attribuée qu'a l'isoforme
MHC IIA.

Apres une période dimmobilisation de 6 jours, la répartition des isoformes de
MHC montre un maintien de la MHC I, une disparition totale de la MHC néo, et
parallelement une surexpression de la MHC IIA. De plus, une isoforme de MHC rapide
non exprimée précédemment apparait. Il s'agit de la la MHC IIB dont la migration
électrophorétique est située entre la MHC néo et la MHC 1.

Aprés immobilisation, la réaction positive de I'anticorps NCL MHCS peut étre
attribuée a l'une ou l'autre des deux isoformes de MHC rapides : MHC IIA et MHC IIB.

Cependant, aucun type IIB n'a pu étre identifié aprés ATPase.
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Figure 38 : Profils de migration électrophorétique des isoformes de MHC. Les numéros
indiqués font référence aux puits :

1 : faisceau du groupe 17 j CONT, 2 : faisceau du groupe 23 j CONT, 3 : faisceau du
groupe 23 j IMMO, 4 : fibre d'EDL adulte.



Il - EVOLUTION DES PROPRIETES FONCTIONNELLES DU MUSCLE

SOLEUS IMMOBILISE DE 17 A 23 JOURS POST-NATALS

A - Tensions maximales

Les valeurs de tensions maximales (Po) rapportées a l'unité de surface et
exprimees en kKN/m* pour les groupes 17 j CONT, 23 j CONT et 23 j IMMO sont
reportees dans le tableau 10. Du 17éme au 23éme jour post-natal, le niveau de force
reste stable. Aprés immobilisation, il se produit une légere perte de force qui reste

cependant non significative.

B - Propriétés d'activation par le calcium et le strontium

Le tableau 11 récapitule les parameétres d'activation par le Ca et le Sr des
farsceaux de fibres des groupes 17 j CONT, 23 j CONT et 23 j IMMO, la figure 39
donne I'histogramme de répartition des valeurs de A et la figure 40 les relations T/pCa.

D'apres la loi d'anamorphose, ces histogrammes montrent a 17 j et 23 j
CONT l'existence d'une seule population de type intermédiaire (valeurs moyennes de A
respectivement égale a 0.57 et 0.47). Néanmoins, a 23 j CONT, l'histogramme semble
s'onenter vers une distribution bimodale (présence de quelques faisceaux a valeur de A
faible), témoin de l'affirmation du typage lent du muscle soleus.

Aprés 6 jours d'immobilisation, I'histogramme montre un resserrement des

valeurs de A. La valeur moyenne de A n'est cependant pas modifiée significativement.

121



122

P, kN/m?
17 j CONT (20) 8021 = 6.81
23 j CONT (20) 79.66 £3.96
23 j IMMO (20) 66.85 + 6.34

Tableau 10 : Evolution des tensions maximales Py exprimées en kN/m* des faisceaux de
rats nouveau-nés. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + ESM. Les
chiffres entre parentheses indiquent le nombre de faisceaux étudiés.
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Figure 39 : Modification de la distribution des valeurs de A (pCaso-pSrs), déterminées
pour les faisceaux de fibres de rats nouveau-nés suite a une immobilisation du 17éme au

23¢éme jour post-natal.



Les relations T/pCa (figure 40) et les paramétres d'activation par le calcium
qui en découlent (tableau 11) montrent qu'aprés immobilisation, les faisceaux de fibres du
groupe 23 j IMMO ont :

- un seuil d'activation calcique plus haut (valeur de pCa plus faible) que celui
du groupe 23 j CONT. Le seuil d'activation se rapproche de celui du groupe 17 j
CONT ;

- la valeur de pCasy présente une évolution vers des valeurs de pCa plus
forte ;

- la pente de la relation (n) est trés nettement augmentée par rapport aux
groupes controles.

Ces résultats indiquent que suite a une immobilisation du muscle soleus
intervenant deés l'installation de linnervation définitive, celui-ci acquiert certaines

caractéristiques le rapprochant du phénotype semblable d'un muscle adulte.
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pCa

Figure 40 : Relations Tension/pCa établies pour les groupes 17 j CONT, 23 j CONT et
23 j IMMO. Chaque point expérimental est exprimé sous forme de moyenne + ESM. Les
courbes ont été établies selon I'équation théorique de Hill.
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PCa seuil pCa s A n
17 j CONT (20) 6.62 +0.06 5.77 £ 0.03 0.57+0.03 232+0.13
233 CONT (20) 6.67+£0.04 5.79+0.02 0.47+0.06 2.59+£0.16
23 3 IMMO (20) 6.55 ﬂf 0.04 5.88 ;_F 0.02 0.39 2 0.03 3.86 +£0.37
i i #1

Tableau 11 : Evolution des propriétés d'activation par le Ca et le Sr aprés une période
d'immobilisation de 6 jours. Les chiffres entre parentheses indiquent le nombre de
faisceaux sur lesquels I'étude a été réalisée. Les résultats sont exprimés sous forme de

moyenne + ESM.

A partir de P < 0.05, # indique une différence significative avec le groupe 17 j CONT ;

I avec le groupe 23 j CONT.



CHAPITRE 4
EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES ET
FONCTIONNELLES DU SOLEUS DE RAT ADULTE SOUMIS A UNE
IMMOBILISATION D'UNE DUREE DE SIX JOURS

(ETAT D'INNERVATION MONOSYNAPTIQUE)

L'immobilisation a été imposée au membre postérieur du rat entre 91 et 97 jours post-

natals.

I- CRITERES D'ATROPHIE MUSCULAIRE

A - Evolution des masses corporelles et musculaires

Le tableau 12 présente I'évolution du poids corporel (BW en g) et du poids
musculaire du soleus (MW en mg) des groupes ADULTE CONT et ADULTE IMMO.

Apres une période dimmobilisation de six jours (du 91éme au 97éme jour
post-natal), le groupe ADULTE IMMO montre une diminution significative du poids
corporel et du poids musculaire, bien que les animaux des groupes ADULTE CONT et
ADULTE IMMO soient issus du méme lot d'animaux (4gés de 91 jours) et qu'aucune
différence significative dans la prise de nourriture n'ait été constatée. Néanmoins, lorsque
l'on exprime ces données selon le rapport poids musculaire/poids corporel (en mg/g), le
groupe ADULTE IMMO présente une diminution significative de 17.40 % par rapport
au groupe ADULTE CONT, ce qui indique que la masse musculaire diminue davantage

que la masse corporelle.
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BW (g) MW (mg) MW/BW (mg/g)
ADULTE CONT (12) 42325+ 9.48 193.05 £5.39 0.46 +0.01
ADULTE IMMO (16) 378.13 +£10.48 14292 £7.30 038 +0.01
T T T

Tableau 12 : Evolution du poids corporel du rat (BW en g), du muscle soleus (MW en
mes ¢t du rapport masse du muscle/masse corporelle (MW/BW) en mg/g. Les résultats
ont cte obtenus a partir du nombre d'animaux indiqué entre parenthéses.

A parur de P < 0.05, T indique une différence significative avec le groupe ADULTE

CONT



B - Surface des fibres

La figure 41 présente les surfaces de chaque type de fibres identifié par la
technique de la myosine ATPase. Aprés une immobilisation de six jours, il apparait que
les fibres du groupe ADULTE IMMO quel qu'en soit le type présentent une tendance a

une diminution de leur surface. Cette diminution n'est cependant pas significative.

IT - MODIFICATIONS DES PROPRIETES STRUCTURALES

A - Typage ATPasique

La figure 42 illustre la répartition des différents types de fibres identifiés par
typage ATPasique sur coupe de muscles entiers. Le typage du groupe ADULTE CONT
est conforme a celul classiquement observé sur les muscles soleus adultes, c'est a dire
une forte majorité de fibres de type I (72 %) et une plus faible proportion de fibres de
type IIC (6.50 %) et de type IIA (21.50 %). Aprés immobilisation, il se produit une
diminution non significative des fibres de type I (64 %) au profit d'une augmentation des

fibres de type rapide IIA (31.5 %).

B - Analvse électrophorétique des chaines lourdes de mvosine

L'analyse de la composition en isoformes de chaines lourdes de myosine a été
réalisée sur les fibres caractérisées par le test strontium et provenant des muscles
contrdlés en typage ATPasique. La figure 43 présente un exemple de profil de migration
électrophorétique et la figure 44 rend compte de I'analyse densitométrique des isoformes

de MHC.
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Figure 41 : Evolution des se
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Figure 42 : Evolution des différents types de fibres déterminés par typage ATPasique du
muscle soleus adulte aprés une période d'immobilisation de six jours. Les résultats
(5 muscles/groupe) sont exprimés sous forme de moyenne + ESM.
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p — MHC IIA
» —— MHC IIB

Figure 43 : Profils de migration électrophorétique des isoformes de MHC du groupe
ADULTE CONT. Les numéros renvoient aux numéros des puits :

1 : fibre adulte lente contrdle, 2 : fibre adulte rapide contrdle, 3 : fibre adulte hybride
rapide contréle, 4 : fibre dEDL.

Les différentes populations de fibres du groupe ADULTE IMMO présentent le méme
profil électrophorétique que les fibres adultes contrdle et n'ont pas été illustrées ici.



Fibres rapides 50%

ADULTE CONT

Fibres hybrides rapides 17% Fibresorapides 6%
(25.16% MHC 1 ; 74.84% MHC I1A) / (100% MHC lIA)

\

Fibres lentes77%
(100% MHC )

ADULTE IMMO

Fibres lentes 36%
(100% MHC 1)

(100% MHC lIA)

Fibres hybrides rapides 14%
(26.8% MHC I ; 73.2% MHC IIA)

Figure 44 : Evolution de la composition en isoformes de MHC aprés une période
d'immobilisation de six jours. Les résultats sont exprimés en pourcentage du total des

fibres étudiées.
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L'analyse densitométrique montre pour le groupe ADULTE CONT une forte
proportion de fibres exprimant la MHC I (77 %) et classées lentes d'apres le test
strontium. Ce résultat est en parfait accord avec le typage ATPasique précédemment
réalisé. Cependant, la figure 44 fait ressortir deux sous populations de fibres parmi celles
qui sont identifiées comme "rapides” (23 %) d'apres le test strontium, 6 % sont purement
rapides puisqu'elles n'expriment que la MHC IIA, alors que 17 % coexpriment MHC I et
MHC IIA avec une forte prédominance de la MHC IIA ; ces derni€res fibres ont été
appelées "hybrides rapides".

Aprés immobilisation, sur les 40 fibres testées, 14 ont permis une analyse
densitométrique fiable. En effet, suite & une immobilisation par platrage en position de
flexion plantaire, une perte importante des isoformes de MHC est couramment
rapportée. On peut penser que les 26 fibres ne figurant pas dans l'analyse
électrophorétique avaient subi une diminution importante des isoformes de MHC et que
la quantité de protéines restant se situait en dessous du seuil de détection de la coloration
a l'argent (voir Matériels et Méthodes).

Les fibres du groupe ADULTE IMMO montrent une nette diminution des
fibres lentes (la population n'est plus que de 36 %), une stagnation des fibres hybrides
rapides et une trés forte augmentation des fibres purement rapides exprimant la MHC

ITA. La MHC 1IB n'a pas été détectée.
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III - MODIFICATIONS DES PROPRIETES FONCTIONNELLES

A - Tensions maximales

Les valeurs des tensions maximales établies pour chaque type de fibres
déterminé en fonction du critére strontium sont reportées dans le tableau 13. Sur les
muscles ADULTE CONT, la force développée par les fibres rapides est supérieure
(+ 9 %) a celle des fibres lentes bien que ceci ne soit pas significatif.

Apreés immobilisation, la valeur de la tension maximale est significativement
diminuée, respectivement de 41 % et 58 % pour les 2 populations de fibres lentes et
rapides. Il semblerait que ce soit les fibres identifiées rapides aprés immobilisation qui
manifestent une atrophie plus marquée.

Etant donné que le groupe ADULTE IMMO ne présente pas de diminution
significative de la surface de ses fibres, mais que celles-ci présentent néanmoins une
diminution significative de la force rapportée a l'unité de surface, cette perte de force
pourrait étre attribuée, soit & une perte de force par pont formé entre l'actine et la

myosine, soit & une diminution du nombre de ces ponts.

B - Propriétés d'activation par le calcium et le strontium

L'histogramme de répartition des valeurs de A des fibres des groupes
ADULTE CONT et ADULTE IMMO est illustré a la figure 45. Les relations T/pCa
établies pour les fibres contrdles et immobilisées sont présentées figure 46. Le tableau 14
récapitule les paramétres d'activation par le Ca et le Sr.

L'analyse des relations T/pCa et TpSr obtenues sur les fibres du groupe

ADULTE CONT corrobore l'existence dans le soleus de 2 populations distinctes.
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Po kI\I/l'l'l2
ADULTE CONT Lent (15) 88.15+9.62
ADULTE CONT Rapide (5) 96.41 +7.07
ADULTE IMMO Lent (18) 51.59 £ 6.61
sk
ADULTE IMMO Rapide (22) 40.51 +£4.40
, #1

Tablcau 13 : Evolution des tensions maximales Py exprimées en kN/m” des fibres de rats
adultes apres une période d'immobilisation de 6 jours. Les résultats sont exprimés sous
forme de moyenne + ESM. Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de fibres

etudiees.

A parur de P < 0.05, * indique une différence significative avec le groupe ADULTE
CONT Lent, # avec le groupe ADULTE CONT Rapide, T avec le groupe ADULTE

IN{MO Lent.
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Figure 45 : Modification de la distribution des valeurs de A (pCaso-pSrso), déterminées
pour les fibres de rats adultes suite & une immobilisation du 91éme au 97¢me jour post-

natal.



Pour 15 fibres étudiées, la relation T/pSr est trés proche de la relation T/pCa.
La valeur de A (pCaso-pSrso) est donc faible et se situe dans une gamme comprise entre 0
et 0.7 (figure 45). Ce faible décalage (A moyen = 0.32) caractérise les fibres de type lent.
Les 5 autres fibres du groupe ADULTE | CONT préseﬁtent des valeurs de A plus
importantes (A moyen = 1.22) et donc une relation T/pSr décalée par rapport a la
relation T/pCa. Ces fibres sont de type rapide. Le critére strontium ne permet pas ici la
distinction de fibres de type intermédiaire avec des valeurs de A se situant dans une
gamme de valeurs intermédiaires.

Aprés immobilisation, les 2 populations de fibres lentes et rapides sont
toujours présentes. Cependant, au sein de I'échantillon étudié, les fibres de type rapide
sont prédominantes (22 fibres rapides sur 40 fibres étudiées). Elles présentent toujours
une valeur moyenne de A supérieure a 1.00 alors que les fibres lentes (n = 18) ont une
valeur moyenne de A de 0.33. Il n'existe donc pas aprés immobilisation de modification
sensible du critere A. Par contre, les fibres du groupe ADULTE IMMO présentent quel
que soit leur type fonctionnel :

- un seuil d'activation plus élevé (valeur de pCa plus faible) ;

- une pCasg plus faible (valeur de la concentration en Ca plus élevée) ;

- une pente (n) plus élevée aprés immobilisation.

Ces résultats montrent qu'aprés immobilisation, les fibres lentes et rapides
présentent un décalage vers la droite (vers des concentrations calciques plus fortes) de
leurs relations T/pCa. 1l se prc;duit donc une perte d'affinité et de sensibilité au Ca. Le
degré de coopérativité entre les protéines (n) est plus élevé aprés immobilisation, bien

que cette hausse ne soit pas significative quel que soit le type de fibres.
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Figure 46 : Relations Tension/pCa établies pour les groupes ADULTE CONT et
ADULTE IMMO. Chaque point expénimental est exprimé sous forme de moyenne
+ ESM. Chaque courbe est établie suivant I'équation théorique de Hill.
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pCﬂ seuil pca 50 A n

ADULTE CONT Lent (15) 6.81 +£0.06 5.70 £0.03 032+005| 2.08%x0.18

ADULTE CONT Rapide (5) 6.28 £0.07 5.63+0.04 1.22+0.02 | 3.80x0.50
* % *

ADULTE IMMO Lent (18) 6.59 +£0.08 550+£002 1033003 | 267+023

% %

ADULTE IMMO Rapide (22) 6.17£0.05 5.52+0.02 1.18+0.03 t 426%+0.39

#1 T T

Tableau 14 : Evolution des propriétés d'activation par le Ca et le Sr aprés une période
d'immobilisation de 6 jours. Les chiffres entre parentheses indiquent le nombre de fibres
sur lesquelles 1'étude a été réalisée. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne

+ESM.

A partir de P < 0.05, * indique une différence significative avec le groupe ADULTE
CONT Lent, # avec le groupe ADULTE CONT Rapide, T avec le groupe ADULTE

IMMO Lent.
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Répartition des isoformes de MHC

MHC néo (%) | MHC I (%) | MHC I1A (%) | MHC IIB (%)

Groupes expérimentaux

6j CONT 49.5 50.5 - -
12 ) CONT 355 54.5 10 -
12 j IMMO 428 50.2 7 -
173 CONT 17.6 65.4 17 -
23 CONT 11.7 66 223 -
23 j IMMO - + ++ ++
ADULTE CONT lent - 100 - -
ADULTE CONT hybride - 25.15 74.85 -
ADULTE CONT rapide - - 100 -
ADULTE IMMO lent - 100 - -
ADULTE IMMO hybride - 26.8 732 -
ADULTE IMMO rapide - - 100 -

Le tableau ci-dessus résume la répartition, obtenue par densitométrie, en isoformes de
myosine de chaque groupe expérimental. Le groupe 23 j IMMO n'ayant pu faire I'objet
de mesures de densitométries fiables, la surexpression éventuelle des isoformes de MHC
est indiquée par le signe + + .



EVOLUTION STRUCTURALE ET FONCTIONNELLE DU MUSCLE SOLEUS

AU COURS DU DEVELOPPEMENT POST-NATAL

1 - EVOLUTION STRUCTURALE

D'apres 'analyse histochimique, la différenciation des types de fibres au cours
du developpement post-natal peut étre divisée en 2 étapes essentielles. La premiére
ctape du 6éme au 12éme jour post-natal, est la période durant laquelle toutes les fibres
du soleus qui étaient de type ATPasique indifférencié IIC acquiérent progressivement des
nhpaces distinets. Au 12éme jour post-natal, la maturation des fibres de type I est
achevee L'ensemble est réparti alors en égales proportions entre fibres de type I et de
tvpe 1IC, répartition déja décrite par de nombreux auteurs (Rubinstein et Kelly, 1981 ;
U mezu et coll,, 1992). La deuxieme étape correspond essentiellement a l'apparition de
fibres de type IIA, vers le 17eéme jour post-natal. La période qui suit (du 17éme jour
post-natal jusqu'a I'age adulte) consiste en une suite de transitions entre les trois types
ATPasiques I, ITA et IIC, pour aboutir au typage final du muscle adulte.

L'apparition de la diversité au sein des fibres musculaires est un phénoméne
qui semble varier d'une espece animale a l'autre, voire d'un muscle a l'autre. Ainsi,
Dubowitz (1966) a démontré sur des muscles humains, I'existence d'une différenciation
avancée des types de fibres en termes de typage ATPasique des la 20éme semaine de
gestation. Plus récemment, Thornell et coll. (1984), par utilisation d'anticorps spécifiques
dirigés contre les isoformes de myosine, ont précisé que cette différenciation s'amorgait

chez 'homme vers la 15éme semaine de gestation. Par contre, en ce qui concerne le
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développement musculaire du rat, il apparait qu'a la naissance, toutes les fibres sont
encore de type indifférencié. La différenciation des types de fibres IIC en type I
débuterait vers le Seme jour post-natal selon Okada et coll. (1984) et pour Umezu et
coll. (1992), seulement & partir du 12éme jour post-natal. Cette derniére hypothése est
plus conforme & nos résultats puisque nous avons vu que la diversité des fibres d'un point
de vue structural et fonctionnel, est exprimée au 12éme jour post-natal alors qu'elle ne
l'est pas encore au 6eéme jour. En outre, les fibres de type histochimique IIA ne sont
détectées qu'a partir du 17éme jour post-natal, résultat en accord avec celui de Okada et
coll. (1984) qui décélent une apparition du type IIA vers le 15éme jour post-natal.

Il semblerait que l'apparition de différents types histochimiques coincide avec
le développement de la posture et la maturation de l'innervation. En effet, la mise en
place de l'innervation définitive sous une forme monosynaptique évolue parallelement a
une modification de l'activité électromyographique (EMG) du muscle soleus. Westerga et
Gramsbergen (1994) ont en effet décrit des modifications de 'TEMG du soleus au cours
du développement post-natal. Ainsi, & 11 jours post-natals, le soleus présente une activité
uniquement de type phasique. Le début d'une activité tonique ne se manifeste qu'a partir
du 12éme jour et celle-ci s'amplifie avec I'4ge. Ces auteurs considérent que le "pattern”
d'activité du muscle soleus devient & 16 jours post-natals comparable a celui d'un muscle
soleus adulte. En méme temps, I'activité posturale se développe et une réduction de la
taille des unités motrices a lieu. Ces données soulignent I''mportance de la mise en place
de linnervation définitive dans les transformations du muscle et l'apparition de la
diversité des fibres. Toutefois, I'existence des différentes isoformes de myosine n'est pas

complétement soumise a un état d'innervation mature, puisque des isoformes différentes
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de MHC ont déja été identifiées au cours du développement embryonnaire (Narusawa et
coll., 1987).

Depuis la classification établie par Termin et coll. (1989 a), il est possible de
corréler le typage ATPasique a l'expression des isoformes de MHC. En rapprochant
d'une part, le résultat des typages ATPasiques et d'autre part, l'analyse densitométrique,
on peut affirmer que les fibres aduites de type I et IIA expriment respectivement la
MHC I et la MHC IIA, et les fibres adultes IIC a la fois la MHC I et la MHC IIA. On
peut de plus penser qu'a 6 jours post-natals, les fibres de type IIC contiennent la MHC 1
et la MHC néo en quantités équivalentes, comme le suggérent les résultats obtenus en
densitométrie. D'apreés la classification de Termin et coll. (1989 a), une fibre de type IIC
comporte nécessairement une isoforme de MHC lente et une isoforme de type rapide. A
6 jour post-natals, la MHC I est déja présente. Etant donné qu'au méme éage, les fibres
musculaires présentent un typage IIC, on peut raisonnablement envisager que la
MHC néo serait proche d'une isoforme rapide, au moins en ce qui concerne ses
propriétés ATPasiques. Une telle similitude avait déja été suggérée, entre les isoformes
de MHC rapides et la MHC néo, puisque les premiers anticorps utilisés en
immunohistochimie reconnaissaient indifféremment ces isoformes (Thompson et coll,
1984).

De 12 a 23 jours post-natals, trois isoformes de MHC (I, IIA et néo) sont
exprimées et le typage ATPasique met en évidence plusieurs types de fibres (alors qu'a
6j CONT seul le type IIC existe). De fagon a identifier les MHC présentes au sein de

chaque type de fibre, une analyse immunohistochimique a été en outre réalisée.
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Ainsi, & 12 j CONT (voir figure 29) : 1) le type ATPasique I observe sur
50 % des fibres est en fait le résultat de la coexpression de plusieurs isoformes de MHC :
soit lente et néonatale (LN), soit lente, néonatale et rapide (LNR), i) le typage
ATPasique IIC correspond soit a l'expression des isoformes LNR, soit aux isoformes NR
(néonatale et rapide). Lorsque la MHC néo est coexprimée avec la MHC 1, il apparait
que cest cette derniére qui impose a la fibre son typage ATPasique. La coloration
immunohistochimique n'étant que qualitative, elle ne permet pas de connaitre la
proportion relative de chaque isoforme, mais au vu du typage ATPasique, 1l est possible
que ce soit l'isoforme dominante en quantité qui ait imposé son typage a la fibre. Les
fibres de type I correspondraient donc aux classes LN et LNR avec lisoforme lente
dominante. Lorsque les fibres apparaissent de type I ou IIC par typage ATPasique, dans
la population LNR, on peut alors envisager une prédominance dans chaque type
respectivement de lisoforme lente (I) ou rapide (II ou néo). Enfin une derniére
population (NR) est identifiée de type IIC en marquage ATPasique. Elle correspond a
I'association de la MHC néo avec seulement une MHC de type rapide. Il est a noter que
cette population ne s'inscrit pas dans le cadre défini par la terminologie de Termin et coll.
(1989 a) qui prévoient qu'a un type IIC correspond la coexistence d'une myosine lente et

d'une myosine rapide.

A 17 j CONT, l'analyse densitométrique révele la diminution importante de la
MHC néo contrebalancée par une augmentation de la MHC IIA. Ainsi, la proportion de
MHC IIA devient suffisante pour correspondre a un type IIA en ATPase. Le nombre de
fibres de type IIC subit une diminution importante entre le 12eme jour et le 17¢éme jour

post-natal, probablement causée par la réduction de l'expression de lisoforme
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développementale de MHC, la MHC néo. En outre, la MHC I est exprimée a un taux
plus important. Les travaux récents de Gao et Kennedy (1992) ont montré qu'une baisse
du taux d'expression des isoformes de MHC développementales au profit d'une
augmentation de l'expression des isoformes de myosine lente ou rapide nécessitait la

présence de l'innervation mature. Nos résultats suggerent une interprétation identique.

A 23 j CONT, le taux d'expression de la MHC I se maintient, la MHC néo
continue & décroitre et la MHC IIA est augmentée. L'immunohistochimie montre qu'a
23 j CONT contrairement a 12 j CONT, I'isoforme de MHC néo n'est plus exprimée dans
la totalité des fibres étudiées (voir figure 37). Une population de fibres purement lentes
(exprimant 100 % de MHC 1) s'affirme (~ 53 %). En ATPase, celle-ci n'est en aucun cas
différente de la population LN décrite & 12 j CONT et ne peut étre différenciée de celle-
ci que par immunohistochimie. La diminution importante de I'expression de la MHC néo
est vraisemblablement la cause de la diminution de la population LN. La population LNR
a dominance lente (type I en ATPase) reste présente a un taux quasi identique a celui du
groupe 12 j CONT. Par contre, on peut constater un renforcement de la population LNR
a typage IIC en ATPase (environ 5 %) par comparaison au groupe 12 j CONT. Etant
donné que la MHC néo subit a 23 j CONT une forte diminution, les isoformes L et R
deviendraient prépondérantes et ce serait la coexpression des isoformes adultes lente et
rapide qui rendrait compte du type IIC qui, ici, serait classique selon la terminologie de
Termin et coll. (1989 a).

La population NR a typage ATPasique IIC est encore fortement exprimée a

23 jours (~ 32 %).
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Enfin, lorque la MHC néo n'est plus exprimée dans certaines fibres (ou en
quantité trop faible pour étre décelable), seules les isoformes de MHC lente et rapides
coexistent, ce qui constitue la population LR. Une population de fibres de type IIA
réagissant uniquement a l'anticorps NCL MHCS a pu étre détectée. En considérant le
typage IIA en ATPase, on peut en déduire que dans ce cas, l'anticorps NCL MHCf a
reconnu uniquement la MHC IIA, puisque la MHC IIB n'a pu étre décelée sur le soleus

controle.

En ce qui concerne le groupe ADULTE CONT, le typage ATPasique établi
est conforme aux données de la littérature. Le pourcentage de fibres de type IJA est
relativement €levé mais les rats utilisés €taient de souche Sprague Dawley qui comporte
davantage de MHC rapides par rapport a la souche Wistar (Bar et Pette, 1988). De plus,
nous avons observé une population de fibres hybrides (17 %) présentant de fagon
prépondérante l'isoforme de MHC IIA. De telles fibres avaient précédemment été

identifiées sur le muscle soleus de singe (Cordonnier et coll., 1995).

Nos résultats montrent donc que le type IIC en ATPase est avant tout un
type intermédiaire, "hybride", pouvant comporter a la fois un mixage d'isoformes de
MHC adultes et un mixage d'isoformes de MHC adultes et développementales. Ce type
est décrit par beaucoup d'auteurs pour des muscles en cours de transformation (Maier et
coll,, 1988) comme le prouvent nos résultats sur I'‘évolution du soleus au cours du
développement post-natal. Toutefois, nos résultats montrent également que ce type

hybride est présent sur des muscles adultes normaux.
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I - EVOLUTION FONCTIONNELLE

L'analyse des tensions maximales Py montre une augmentation graduelle de la
force au cours du développement post-natal. Une augmentation similaire de la force
tétanique du muscle soleus entier a déja été observée par Elmubarak et Ranatunga
(1988). De plus, sur fibre isolée et pelée, Reiser et coll. (1988) observent également un
accroissement de la force rapportée a l'unité de surface. D'apres ces travaux, Py exprimée
en kN/m’ double entre le 3éme jour post-natal et le 5éme mois. Nos résultats confortent
ces données. Nous observons en effet une augmentation de la force d'environ 70 % entre
le groupe 6 ] CONT et le groupe ADULTE CONT rapide et une évolution progressive
de la force au cours des trois premiéres semaines post-natales. Au stade adulte, les

valeurs de P des fibres lentes et rapides ne présentent pas de différence significative.

Afin de déterminer le typage fonctionnel des faisceaux de fibres, nous avons
utilisé la valeur de 'affinité relative au Ca et au Sr (A = pCaso-pSrso).

En ce qui concerne le groupe ADULTE CONT, la répartition des valeurs de
A montre des résultats conformes a la littérature (Cordonnier et coll., 1995), c'est-a-dire
une majorité de fibres lentes (75 %) caractérisées par des valeurs de A faibles indiquant
des affinités au Ca et au Sr peu différentes, et une population de fibres (25 %) possédant
des valeurs de A élevées (> 0.90) nettement plus affines au Ca qu'au Sr. Aucune fibre
présentant des valeurs intermédiaires de A n'a été identifiée. Les expérimentations
menées sur le rat nouveau-né ont été réalisées sur des faisceaux de fibres et non sur des
fibres isolées. Les valeurs de A et des parametres d'activation par le Ca ne sont donc pas

directement comparables a celles des fibres de rat adulte. Cependant, les résultats
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obtenus sur les muscles adultes nous ont permis d'établir une répartition bimodale des
valeurs de A caractérisant des fibres lentes et rapides. A partir de cela, le typage
fonctionnel des faisceaux de fibres des rats nouveau-nés a pu €tre évalué. Ainsi, en
tonction des histogrammes de répartition des valeurs de A, nous avons établi que de 6 a

" jours contréles, les valeurs de A des faisceaux de fibres se répartissent dans une
vamme intermédiaire, localisée entre celles des fibres adultes lentes et rapides. A partir
du :Zeme jour post-natal, I'histogramme présente une légere €volution vers des valeurs
de A plus faibles, et a 23 § CONT, la distribution des valeurs de A, fortement décalée vers
la cauche, illustre bien la maturation du muscle soleus vers un type lent.

Il apparait que les valeurs moyennes de A évoluent a chaque stade post-natal
ctudie en paralléle avec la composition moyenne de chaque isoforme de MHC. En effet,
Faugmentation progressive de la MHC I et dans le méme temps, la diminution de
Fevpression de la MHC néo, illustrent tout 4 fait la diminution des valeurs de A qui sont
alors plus caractéristiques d'un type lent. Les différentes isoformes de MHC pourraient
ains: influencer la position relative des relations T/pCa et T/pSr.

Néanmoins, en examinant, pour un dge post-natal donné la valeur de A et la
composition en isoformes de MHC pour chaque faisceau, aucune corrélation n'est
reellement détectée avant le 17éme jour post-natal. Une relation importante entre les
isoformes de myosine et le critere A n'est établie qu'apres l'installation de l'innervation
définitive (vers le 17éme jour post-natal). La MHC néo montre une bonne corrélation
avec le critere A a 17 jours post-natals puis la valeur de ce coefficient de corrélation
diminue fortement a 23 jours post-natals. Ce phénomene péut aisément s'expliquer par

une diminution importante de la quantité de MHC néo apreés le 17eéme jour, c'est-a-dire
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lorsque l'innervation monosynaptique est instaliée. La disparition de cette isoforme serait
donc en étroite relation avec l'état d'innervation du muscle. A partir de 23 jours post-
natals, ce sont alors les isoformes de MHC caractérisant le muscle adulte (MHC I et 11A)
qui présentent le meilleur taux de corrélation avec A. Le taux de corrélation de chaque
isoforme dépend donc fortement de 1'dge post-natal étudi€. Il semble que les isoformes
de MHC, dont les fréquences d'apparition et de disparition paraissent en relation étroite
avec l'état d'innervation, influencent I'affinité relative au Ca et au Sr et par la-méme
peuvent jouer sur la position de la relation T/pCa. Il a été en effet suggéré précédemment
par Danieli-Betto et coll. (1990) que les isoformes de myosine présentes dans une fibre
pouvaient moduler son affinité au calcium et par conséquent, influer sur la valeur de
pCasy.

Au cours du développement post-natal, l'affinité des protéines contractiles au
Ca (pCas) et la pente de la relation T/pCa (n) diminuent avec 1'dge et se rapprochent
sensiblement des valeurs de pCaso et n des fibres adultes lentes. Une baisse d'affinité du
systéme contractile se produit au cours du développement post-natal. LLa modification de
ces deux parametres contribue a l'affirmation du type lent du muscle soleus. Cependant,
les changements significatifs de ces deux parametres ont lieu a des €tapes différentes du
développement post-natal : pCaso diminue a partir du 12éme jour post-natal, alors que n
ne commence a décroitre qu'a partir du 17éme jour post-natal, lorsque la mise en place
de l'innervation définitive est nettement achevée. Il apparait donc que la pente de la
relation T/pCa, au contraire de la pCaso, ne soit pas uniquement sous la dépendance
directe de l'innervation. Cette perte d'affinité et la modification de la pente de la relation
ne peuvent étre uniquement soumises aux transitions d'isoformes de myosine, puisque

entre 12 et 17 jours post-natals, période d'installation de l'innervation définitive, aucune
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transition importante n'a lieu en ce qui concerne les isoformes de MHC. 1II est donc
indispensable de considérer que les caractéristiques des relations T/pCa sont également
modulées par les protéines régulatrices (troponines et tropomyosine). La pente de la
relation T/pCa est habituellement corrélée au complexe TM - TnT (Schachat et coll,
1987), alors que la pCaso est davantage sous la domination de l'isoforme de TnC. 11 a été
démontré, sur des fibres rapides, qu'un changement d'isoformes rapides de TnT entrainait
un décalage de la relation T/pCa (Nassar et coll, 1991 ; Reiser et coll, 1992).
Cependant, de telles modifications n'ont pas été décrites sur un muscle lent ou la
proportion de TnT rapide reste trés faible (10 % de TnT rapide chez le muscle soleus a 2
jours post-natals selon Leeuw et coll., 1994). D'autre part, indépendamment de 1'dge
considéré, une dénervation n'entraine pas de modification sensible des isoformes de TnT
du muscle soleus. Enfin, il a €été montré que la TnC est sous influence directe de
l'innervation, puisqu'une dénervation néonatale entraine une surexpression de l'isoforme
rapide de la TnC (Leeuw et coll., 1994).

En accord avec ces travaux, nous pouvons suggérer que I'évolution
temporelle différente au cours du développement post-natal de la pCaso et de n, en
fonction de 'état d'innervation, peut étre attribuée respectivement a la TnC et au

complexe TM-TnT.
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MODIFICATIONS STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES DU MUSCLE

SOLEUS IMMOBILISE DE 6 A 12 JOURS POST-NATALS

I- ATROPHIE MUSCULAIRE

La réponse du muscle soleus & une période d'immobilisation de 6 jours se
manifeste par une chute de masse. La chute de masse musculaire est en général expliquée
davantage par une diminution de diamétre des fibres que par une perte de fibres. Nous
avons en effet constaté que le nombre de fibres des muscles immobilisés restait
comparable a celui des muscles contrbles et l'examen des CSA corrobore 'hypothése de
la réduction de la surface des fibres. De tels résultats ont déja été observés sur des
muscles dénervés a la naissance (Lowrie et Vrbova, 1984). En effet, il a été montré, sur
muscles atrophiés, que la quantité totale d'ADN restait identique alors que le contenu en
ARN messager présentait une importante diminution (Steffen et Musacchia, 1984). En ce
qui concerne les muscles immobilisés par platrage, ces modifications seraient maximales
au bout de 6 jours (Goldspink, 1977). Elles sont de plus attribuées a une augmentation
du catabolisme et une réduction de la synthése protéique qui engendrent globalement une
réduction de la quantité totale de protéines (Thomason et Booth, 1990). Sur les muscles
de nouveau-nés, nos résultats montrent que l'atrophie la plus sévere touche les fibres de
type L.

La perte de masse musculaire est ici associée a une perte de force musculaire.

Cette diminution de la force persiste lorsqu'elle est exprimée par rapport a la surface du
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faisceau étudié et révéle l'existence d'une perte de matiére associée a une diminution de la

force développée par chaque pont actine-myosine.

I - MODIFICATIONS STRUCTURALES

L'analyse des typages ATPasiques montre aprés immobilisation du 6éme au
12éme jour post-natal une augmentation du nombre des fibres de type IIC. Cette
population de fibres devient prédominante dans le muscle. En ce qui concerne la
répartition des isoformes de MHC mesurée par densitométrie, celle-ci se traduit par une
diminution de la MHC I au profit de I'augmentation de la MHC néo qui retrouve alors un
niveau d'expression comparable a celui du groupe 6 j CONT.

L'analyse des résultats immunohistochimiques montre la présence de trois
isoformes de MHC : lente, néonatale et rapide. L'immobilisation provoque d'une part une
surexpression de la population LNR et d'autre part un renforcement dans I'expression de
la MHC néo. L'augmentation de la classe LNR est particulierement importante pour les
fibres a typage ATPasique IIC. C'est donc cette population qui contribue fortement a
'augmentation globale du type IIC puisque la population NR, aprés immobilisation,
présente une nette diminution par rapport aux muscles contrdles. L'immobilisation de six
jours avant innervation définitive provoque donc soit un ralentissement du
développement du muscle soleus vers un type lent, soit un retour du muscle vers un état
indifférencié. Il a été en effet montré qu'une immobilisation de muscle normalement lent
en position raccourcie entrainait une expression accrue des génes de chaine lourde de

myosine rapide (Loughna et coll., 1990). On peut donc envisager qu'a un état précoce du



développement post-natal, toutes les fibres gardent la capacité d'exprimer un phénotype
rapide tant qu'elles ne sont pas soumises a un étirement ou appelées a développer un
niveau de force. Ainsi, de nombreux auteurs ont montré que lorsque le soleus est
immobilisé en position raccourcie (Loughna et coll, 1990), soumis a des conditions
d'hypogravité¢ (Oganov et Potapov, 1976) ou dénervé par spinalisation (Jiang et coll.,
1990), celui-ci retourne vers un “état jeune" en exprimant des isoformes de myosines
rapides qui sont réprimées lors d'un développement normal. Lorsque le muscle n'est ni
soumis a un étirement, m en état de générer une force, les génes de myosines rapides
sont alors exprimés par "défaut" (Swynghedaw, 1986).

Ces données étayent nos propres résuitats, puisque nous constatons une
surexpression de la MHC néo qui est considérée comme proche d'une myosine de type

rapide.

I - MODIFICATIONS FONCTIONNELLES

Nos résultats ont montré que les relations T/pCa du muscle soleus sont
modifiées aprés immobilisation. Le seuil d'activation au calcium et la pCaso diminuent et
se déplacent vers des concentrations calciques plus faibles, ce qui indique une
augmentation de la sensibilité et de I'affinité des protéines au calcium. La valeur de n est
moins élevée. Globalement la relation T/pCa présente un décalage vers des
concentrations calciques plus faibles et se rapproche de la relation T/pCa des faisceaux

du groupe 6 ] CONT.
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Ce résultat est en parfaite corrélation avec l'augmentation de la quantité de
MHC néo : ainsi, apres immobilisation, la MHC néo retrouve quasiment la proportion
exprimée a 6 j CONT, et il semblerait que ce changement provoque un décalage de la
T/pCa vers la position qu'elle occupait a 6 ] CONT. Bien que les isoformes de myosines
ne soient pas les seules protéines modulant.la relation T/pCa, la surexpression de la
MHC néo semble provoquer un retour de la T/pCa vers la position caractéristique d'un
état indifférencié. Ceci est en accord avec les travaux de Danieli-Betto et coll. (1990) qui
montrent qu'une modification des isoformes de myosine peut altérer la pente et le
positionnement des courbes T/pCa.

La relation T/pCa est également sous la dépendance des protéines
régulatrices (troponines et tropomyosines). Au cours du développement post-natal, le
déplacement de la relation T/pCa vers des concentrations calciques plus fortes, peut
refléter les changements intervenant dans l'expression des isoformes de troponines et plus
particulierement la prédominance de l'isoforme lente, puisque la position de la relation
T/pCa se rapproche de celle établie pour les fibres adultes lentes. L'immobilisation
freinerait l'installation des isoformes lentes de troponines et par la-méme, le dééalage de
la T/pCa vers des concentrations calciques plus élevées. Du 6éme au 12éme jour post-
natal, elle serait un frein a I'évolution normale du soleus en le maintenant dans un état

indifférencié.
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MODIFICATIONS STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES DU MUSCLE
SOLEUS IMMOBILISE DE 17 A 23 JOURS POST-NATALS, EN ETAT

D'INNERVATION MONOSYNAPTIQUE

I - ATROPHIE MUSCULAIRE

L'immobilisation du muscle soleus de 17 a 23 jours provoque une chute
sizniticative de masse. Cette atrophie musculaire se caractérise par une diminution de
tous les tyvpes de fibres.

Le platrage du soleus en position raccourcie cause également une perte de
torce (P, en kKN/m®) qui reste cependant non significative. Le diamétre des faisceaux
avant cte fixé arbitrairement a une valeur constante, compte-tenu de la diminution de
surtace des fibres, on peut penser que le nombre de fibres contenu dans un faisceau
augmente entre les groupes 23 j CONT et 23 j IMMO. Les fibres peuvent réagir a
I'immobilisation de fagon plus ou moins marquée. Ainsi, chaque fibre peut présenter, soit
une reduction de la force (rapportée a l'unité de surface), soit un maintien de cette force.
Ceci peut expliquer l'absence de différence significative avec la valeur de Py du groupe
23 ) CONT. Lorsque Py diminue, on peut alors envisager qu'il s'est produit une perte de
force pour chaque pont formé entre l'actine et la myosine, en plus de la perte de force

due a la réduction du nombre de ces ponts.
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II - MODIFICATIONS STRUCTURALES

L'examen des données histochimiques révele d'importantes modifications
structurales du muscle soleus. La proportion du type I diminue et leffet de
I'immobilisation est encore plus marqué sur les fibres de type IIC dont la proportion se
réduit considérablement. Parallelement a cela, une surexpression du type ITA se produit.
La distribution des types ATPasiques du soleus acquiert alors essentiellement une
configuration bimodale avec 2 types de fibres I et ITA fortement représentées.

L'analyse des données immunohistochimiques confirme ce résultat puisque
l'anticorps reconnaissant les isoformes rapides de la myosine présente un taux de réaction
plus important apres immobilisation. Le nombre de fibres coexprimant plusieurs
isoformes est en nette diminution. De plus, les données immunohistochimiques font
apparaitre la totale disparition de la MHC néo, ce qui ne pouvait étre détecté avec le seul
typage ATPasique. L'examen des profils de migration électrophorétiques confirme cette
disparition mais montre l'apparition d'une isoforme rapide de myosine, non détectée
jusqu'a présent, la MHC IIB. L'immobilisation du muscle soleus en position raccourcie
induit donc l'expression de la MHC IIB, isoforme exprimée préférentiellement dans les
muscles rapides. Loughna et coll. (1990) puis Goldspink et coll. (1992) ont montré en
effet que le muscle soleus de rat nouveau-né de 7 jours active la transcription du géne de
MHC IIB a un taux élevé dés que le muscle est en position raccourcie. Ainsi, des
surexpressions importantes d'ARN messager de MHC IIB peuvent étre détectées des le
2éme jour d'immobilisation. D'aprés ces auteurs, le géne MHC IIB serait réprimé et
maintenu en état de quiescence, au cours du développement normal du muscle, et celui-ci

serait activé et exprimé dés que les fibres musculaires ne seraient plus soumises a un état
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d'étirement. Cependant, la protéine MHC IIB n'avait pas été identifiée sur soleus
raccourci de nouveau-né. Une telle surexpression de MHC IIB a néanmoins déja été mise
en évidence sur des muscles soleus de rat adulte aprés une période de suspension de 15
jours (Cordonnier, 1994).

Comparativement a la MHC IIA, la MHC IIB est exprimée a un taux
relativement faible aprés 6 jours d'immobilisation, puisqu'aucun type ATPasique IIB n'a
été détecté. La MHC IIB est en outre exprimée conjointement avec d'autres isoformes.
Schiaffino et coll. (1990) ont préalablement suggéré un ordre de transition (I - IIA —
IIB) dans l'expression des isoformes de myosine, lorsque le muscle est en cours de
transformation vers un muscle plus rapide. Nos résultats sont en accord avec cette
hypothése, puisque aprés 6 jours d'immobilisation, le muscle soleus présente une forte
expression de MHC ITA et montre l'apparition de la MHC IIB. On peut supposer qu'une
immobilisation de plus longue durée serait susceptible d'induire une expression plus forte
de la MHC IIB.

Par conséquent, le muscie acquiert progressivement des isoformes de
myosine présentes chez les muscles adultes rapides. L''mmobilisation apres installation de
l'innervation définitive semble causer d'une part une "maturation accélérée" du muscle
vers un phénotype plus proche de celui décrit pour des muscles adultes et d'autre part

une perte accélérée des isoformes de MHC développementales.
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I - MODIFICATIONS FONCTIONNELLES

Le typage fonctionnel des faisceaux de fibres est établi en fonction de
l'affinité relative au Ca et au Sr (A). En ce qui concerne les groupes 17 j CONT et 23 j
CONT, les relations T/pCa sont identiques et viennent se positionner dans une gamme de
concentrations en calcium proche de celle des fibres lentes adultes (valeurs de pCaso et ny
proches de l'adulte). Cependant, l'étude du critére A (pCaso-pSrso) indique que les
faisceaux étudiés présentent encore une affinité relative au Ca et au Sr de type
intermédiaire, bien que l'¢largissement des histogrammes de répartition de A montre a
23 j CONT, un glissement vers d'une part des valeurs de A faibles (caractérisant un type
lent) et d'autre part vers des valeurs plus élevées, signe que certains faisceaux acquiérent
progressivement des caractéristiques des fibres de type rapide.

L'immobilisation provoque un resserrement des valeurs de A. Si l'on
considere que ces valeurs reflétent la composition en isoformes de MHC d'un faisceau ou
d'une fibre, on peut supposer que les faisceaux étudiés présentaient quasiment tous la
méme composition en isoformes de MHC. Comme l'ont montré les données
immunohistochimiques, la disparition totale de la MHC néo aprés immobilisation
provoque une diminution du nombre de populations de fibres dans le soleus, élement
favorable au resserrement des valeurs de A. De plus, si seulement trois populations de
fibres (L, LR et R) sont identifiées dans le soleus (voir figure 37), deux sont largement
prédominantes (L et R).

En ce qui concerne la relation T/pCa elle-méme, celle-ci présente aprés
immobilisation un seuil décalé vers des concentrations en calcium plus fortes et une

valeur de pente (n) nettement augmentée. La relation T/pCa acquiert un profil la
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rapprochant d'une relation T/pCa de type rapide (seuil décalé par rapport aux T/pCa de
fibres lentes et pente élevée). La valeur plus élevée de n indique une meilleure
coopérativité entre les sites calciques de la TnC et/ou entre les différentes protéines du
filament fin. En particulier, en accord avec Schachat et coll. (1987), n peut étre rapporté
a la composition du complexe TM-TnT. Ce parametre n'apparait donc probablement pas
sous l'influence directe de linnervation puisque l'augmentation de pente n'est observée

qu'a 23 jours et aprés immobilisation.
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MODIFICATIONS STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES DU MUSCLE

SOLEUS ADULTE IMMOBILISE

I- ATROPHIE MUSCULAIRE

La réaction du muscle a une durée dimmobilisation de 6 jours se manifeste
par une chute de masse. Cette diminution se confirme lorsque I'on prend en compte le
rapport poids du muscle / poids corporel.

Il semble que, bien que la prise de nourriture n'ait pas été différente, les rats
immobilisés ne prennent pas de poids au cours de la période d'immobilisation, comme
l'ont montré Heslinga et Huijing (1992). Néanmoins, une atrophie réelle du muscle soleus
existe aprés immobilisation en position de flexion plantaire (Goldspink, 1977 ; Spector,
1982 ; Szczepanowska et Jakubiec-Puka, 1992).

Une diminution de la section transversale de Achaque type de fibres se produit
bien que celle-ci ne soit pas significative. Les valeurs de tension Py ramenée a l'unité de
surface montrent d'une part une diminution significative par rapport aux contrdles, et
d'autre part un niveau de tension des fibres rapides du groupe ADULTE IMMO inférieur
a celui des fibres lentes du méme groupe. Il semble donc que ce sont les fibres
apparaissant rapides apres immobilisation qui ont été les plus affectées.

La perte de force peut étre attribuée a une diminution de la force de chaque
pont actine-myosine. Elle peut résulter également de l'atrophie et donc d'une diminution
du nombre de ponts ; en effet, des pertes de protéines contractiles (Szczepanowska et

Jakubiec-Puka, 1992), des lésions au niveau des sarcomeres, une réduction du nombre de
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ces sarcomeéres et une dégéneérescence des stries Z ont fréquemment été rapportées chez
l'adulte (Baker et Matsumoto, 1988). La perte de force pourrait donc étre aussi liée a

une dissolution ou une dégénérescence des protéines.

11 - MODIFICATIONS STRUCTURALES ET FONCTIONNELLES

Aprés immobilisation, un renforcement de la population de fibres de type
rapide est mis en évidence et résulte d'un accroissement important de l'expression de la
MHC IIA. Par ailleurs, I'analyse densitométrique nous a conduit & constater une perte
importante relativement a la quantité globale de MHC présente. Ce résultat est en accord
avec ceux de Szcepanowska et Jakubiec-Puka (1992) qui décrivent une perte importante

de MHC apreés seulement 4 jours d'immobilisation du soleus en position raccourcie.

L'examen du critére A pour le groupe ADULTE CONT fait apparaitre deux
populations de fibres, l'une lente majoritaire et exprimant des valeurs de A faibles et une
autre minoritaire, rapide, a valeur de A élevées. Lorsque I'on corréle ces valeurs de A aux
résultats obtenus en densitométrie, 1l apparait que les fibres présentant des valeurs de A
faibles sont purement lentes, puisqu'elles n'expriment que l'isoforme MHC I et les fibres
présentant des valeurs de A élevées sont en fait dune part, les fibres purement rapides
(6 %) n'exprimant que la MHC IIA, et d'autre part les fibres hybrides rapides (17 %)
coexprimant la MHC I et IIA mais avec une prédominance de la MHC IIA. Le critére A
seul ne permet pas de distinguer des populations de fibres hybrides et il semble que ce

soit lisoforme dominante de MHC qui impose son affinité relative a l'ensemble de la
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fibre La majeure partie des fibres identifiées rapides par le critére strontium apparait en
fair a I'électrophorése, chez le muscle controle, composée de fibres hybrides rapides.

Aprés immobilisation (groupe ADULTE IMMO), il apparait une
predominance de fibres présentant des valeurs €levées de A. Les fibres ayant des valeurs
tarbies de A et exprimant l'isoforme lente de myosine ne représentent plus qu'environ
41" de l'échantilion étudié. L'analyse densitométrique indique que, si les fibres lentes
presentent toujours uniquement la MHC 1, les fibres identifiées rapides selon le critére
strontium sont, aprés immobilisation, en forte majorité des fibres rapides "pures" ne
presentant en effet que la MHC IIA.

Les relations Tension/pCa montrent, aprés immobilisation, pour les deux
populations de fibres, classées lente et rapide en strontium, un seuil et une pCaso décalés
vers la droite. Ce décalage indique une perte d'affinité du systéme contractile et
particuherement de la TnC puisque la valeur de pCas, traduisant I'affinité calcique du
svsteme contractile est habituellement corrélée a I'isoforme de TnC (Moss et coll., 1986).
L. examen de la pCaso montre que les fibres lentes et rapides du groupe ADULTE IMMO
presentent des valeurs de pCas, significativement différentes, contrairement aux fibres du
groupe ADULTE CONT. Si l'on se réfere a I'analyse densitométrique, on s'apercoit que
les fibres rapides en strontium du groupe ADULTE IMMO sont de facon majoritaire
purement rapides. Ces fibres contenant la MHC IIA expriment probablement des
isoformes rapides de chaines légeres de myosine et de troponines dont la TnC. Une telle
corrélation dans I'expression des isoformes de protéines contractiles a déja été suggérée
(Danieli-Betto et coll., 1990 ; Cordonnier et coll., 1995). L'immobilisation pourrait donc
induire une expression accrue de la TnC rapide. La pCaso des fibres rapides correspond

effectivement & la valeur de pCasp moyenne ; les fibres hybrides rapides sont ici tres
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minoritaires et ne semblent pas capables d'influer raisonnablement sur la position de la
T/pCa moyenne.

L'immobilisation cause également une augmentation des pentes des relations
Tension/pCa pour tous les types de fibres identifiés, ce qui indiquerait qu'un

renforcement dans l'expression du complexe TM-TnT rapide a lieu.

A l'age adulte, Iimmobilisation par platrage du muscle soleus touche les
protéines contractiles a des degrés divers : diminution de la quantité globale de MHC
sans changement dans les types d'isoformes présentes mais avec accroissement du
nombre de fibres exprimant la MHC IIA, diminution d'affinité du systéme contractile et
surexpression probable des isoformes rapides de protéines régulatrices (troponines et

tropomyosine).
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CONCLUSION GENERALE



Cette étude contribue & mettre en évidence la grande plasticité du systeme
musculaire, particuliérement pendant les stades précoces du développement post-natal
ainsi que sa grande capacité d'adaptation a une situation déclenchant une atrophie, a
différentes périodes-clés du développement.

Dans le cadre d'un développement musculaire normal, le réle du systéme
nerveux est prédominant pour l'acquisition et le maintien de caractéristiques musculaires
structurales et fonctionnelles différentes. Ainsi, l'apparition d'une diversité dans les types
de fibres est directement soumise a une maturation préalable de linnervation. La
diminution de l'isoforme développementale de myosine est un des facteurs décisifs dans
la maturation musculaire. En effet, la disparition progressive de la MHC néo et du type
ATPasique IIC qui la caractérise, au profit d'une affirmation des formes rapides constitue
un des facteurs clés dans l'acquisition d'un phénotype musculaire adulte. Dans le méme
temps, lactivité posturale se développe. Une période d'immobilisation de six jours
imposée a différents stades d'mnervation du muscle a donc des répercussions tres
différentes.

L'immobilisation du muscle soleus, lorsque celui-ci est encore innervé
polyneuralement, cause un frein a son évolution normale en induisant la réexpression du
type IIC et de la myosine développementale, et le maintient en un état non mature,
caractéristique des stades trés précoces du développement post-natal. Au contraire,
lorsque le muscle est immobilisé alors qu'il présente une innervation monosynaptique, il
tend & évoluer vers un muscle de type rapide et acquiert des caractéristiques proches de
celles couramment décrites chez l'adulte. Des protéines réprimées jusqu'alors au cours du
développement normal sont activées et exprimées, aux dépens des formes

développementales (MHC néo). La plasticité musculaire et sa capacité¢ de réponse a une
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situation de non-utilisation est donc telle qu'elle peut moduler le degré d'expression de
certaines protéines, voire méme activer des génes maintenus jusque la en état de
quiescence.

Ce travail montre également que la population des fibres de type IIC est en
quelque sorte un "réservoir” de fibres hautement malléables en fonction de l'age et de la
situation d'utilisation ou de non-utilisation & laquelle le muscle doit faire face.

La nature des signaux activateurs de ces geénes reste encore obscure. Il
pourrait donc étre intéressant, dans des travaux futurs, de tenter d'apprécier dans quelle
mesure la présence ou non de l'innervation peut influer sur l'expression génique.
L'immobilisation d'animaux dénervés a différentes périodes clés du développement post-
natal permettrait d'approfondir Ilimportance du rble de linnervation dans la
transformation musculaire.

De plus, des durées de platrage croissantes permettraient d'apprécier s'il

existe ou non une cinétique de transformation des protéines contractiles.
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tract Functional and structural properties of rhesus
nkey skinned fibres were studied in order to examine
relationship between calcium/strontium (Ca/Sr) ac-
tion characteristics and protein composition. The
es were classified according to their Ca/Sr affinity
) slow (61%) and fast groups (39%). According to the
osin isoform composition, two additional hybrid
es were defined. Thus, four profiles were character-
: two corresponding to slow (S) and fast (F) isoforms
| two corresponding to a mixed proportion of slow
| fast 1soforms. They were called hybrid slow (HS) or
rid fast (HF) based on the predominant myosin
orm. Tension/pCa parameters and maximal shorten-
velocities were determined. S fibres showed a higher
1 threshold and affinity as well as shallower slopes of
r tension/pCa curve than did F fibres. HS and HF
es exhibited tension/pCa curves which were posi-
1ed close to those of S and F fibres, respectively. No
iificant difference was observed between S and HS
es or between F and HF fibres. Maximal shortening
»city values were higher for fibres expressing pre-
ninantly fast myosin isoforms. We suggest than when
h S and F isoforms of myofibrillar proteins are ex-
ssed in a muscle fibre, the functional properties are
nly governed by the predominant isoform.
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: skeletal muscle of the rhesus monkey has been
mined in spaceflight studies, especially for its archi-
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tectural and histochemical properties [1, 24]. However,
virtually no data exist concerning the contractile prop-
erties of monkey muscle, even from control animals.

It has been shown previously that interesting and
important information about the contractile and regu-
latory proteins of striated muscle can be obtained by
activating single skinned muscle fibres with calcium
(Ca) and strontium (Sr) ions. Indeed, it is well known
that the relative Ca/Sr affinity for tension generation is
different in slow-twitch (S) and fast-twitch (F) fibres
[10,32]. These differences are supposed to be at-
tributed mainly to the different composition of the
myofibrillar proteins [17]. Moreover, the composition
of myofibrillar proteins is evoked in differentiating the
shortening velocity of S and F fibres [23, 30].

This work was undertaken with the aim of providing
information about the functional properties of single
muscle fibres from monkey soleus (SOL) muscles and,
moreover, of trying to correlate the functional charac-
teristics with the myofibrillar composition. In this
study, single fibres were examined for their Ca- and
Sr-activated tension characteristics, as well as for their
maximal shortening velocity (V,.,). The fibres were
identified according to both Ca/Sr relative affinity and
electrophoretic analysis of myofibrillar protein com-
position.

All the data indicate that when both S and F iso-
forms of myofibrillar proteins are expressed in a muscle
fibre, the functional properties are governed mainly by
the predominant isoform.

Materials and methods

Animals and samples

SOL muscle biopsies were removed from five male adult (body
weight 14-16 kg) rhesus monkeys (Macaca mulatra) provided by
NASA (National Aeronautics and Space Administration) and CNES
(Centre National d’Etudes Spatiales). Monkeys were anaesthetized
by halothane and biopsies (about 10-15 mg) were removed from the
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middle third of the SOL, following the longitudinal axis from the
deep portion of this muscle. The experiments, as well as the mainten-
ance conditions of the animals, received authorizations from both
the Ministry of Agriculture and the Ministry of Education (veterin-
ary service of health and animal protection; authorization 03805).

Dissection and skinning

Bundles of several fibres were isolated from the SOL muscle biop-
sies. They were chemically skinned by exposure to an “EGTA
skinning solution” (see section entitled “Solutions™) for 24 h and
were stored at — 20°C in a 50% glycerol skinning solution (storage
solution), as described by Mounier et al. [20]. Experiments were
performed on single fibre segments isolated from the skinned
bundles. Before each experiment, the isolated fibre was bathed twice
for 10 min in a 2% Brij solution (see section entitled “Solutions™) to
eliminate irreversibly the function of the sarcoplasmic reticulum
(SR), whereas the actomyosin system remained intact [21]. This Brij
treatment prevented a possible effect of the SR on the tension
developed by the myofilaments.

Experimental set up

An individual fibre was transferred to the experimental chamber
containing the relaxing solution (solution R). A segment (2-3 mm
long) was glued between the hook of a force transducer (AE 801
element, Sensonor, Horten, Norway) and the arm of a vibrator
(GWV2, Gearing and Watson Electronics).

Fibre diameter was measured in solution R using a binocular
micrometer. The average diameter of the fibres used in this analysis,
regardless of the group to which they belonged, was equal to
91.70 + 3.00 um (rn = 41). The relaxed fibre was stretched to a sar-
comere length (SL) of 2.8 um, measured by the light diffraction of
a HeNe laser beam, a length at which the maximal isometric force
could be elicited. This SL was maintained constant and was checked
throughout the entire experiment.

Experimental procedure and force measurements

All the experiments were conducted at 18 °C. At the beginning of
each experiment, a maximal tension (P,) was elicited by applying
a fully activating solution with a pCa (— log [Ca]) of 42. Ten-
sion/pCa and tension/pSr relationships (T/pCa and T/pSr) were
established as described previously [28, 29]. Briefly, each amplitude
of tension (P) obtained in solutions of various pCa values was
normalized to Po. The ratio P/P, was related to the pCa. The same
procedure was performed to obtain the Sr contractile activation
properties (T/pSr), except that the fibre was maximally activated in
pSr 3.4 solution.

Physiological fibre type identification: Ca and Sr affinity

As described in a previous study [29], fibre type was determined
according to the difference of Ca and Sr activation characteristics
between fast and slow skeletal muscle fibres. Indeed, it is generally
assumed that fast skeletal muscle fibres are less sensitive to Sr than
are slow fibres [10, 32]. From the T/pCa (T /pSr) relationship, sev-
eral characteristics can be derived, including the pCas, (pSrso). This
value represents the pCa (pSr) necessary to develop 50% of the
maximum Ca- (St-) activated tension response. pCaso and pSrs, are
indicators of the affinity of the contractile apparatus for Ca and Sr,
respectively. The difference (pCaso—pSrso) or A criterion was used to
reflect the relative affinity of a fibre to Ca and Sr. According to the

frequency distribution of the A criterion values determined for the 41
studied fibres (data not shown), it was established that a fibre
showing a A criterion of no more than 0.8 was identified as being
slow, whereas a fibre exhibiting a A criterion of no less than 1 was
identified as being fast.

Determination of fibre type by electrophoretic analysis

The fibre type was also identified by sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of the myofibrillar
protein content. After physiological measurements, all the single
fibre segments were analysed by electrophoresis. Myosin heavy
(MHC) and light (MLC) chains as well as regulatory proteins (i.c.
troponin C and the troponin T-tropomyosin complex or TnC, TnT-
TM complex) were studied. One part of the fibre was used for MHC
separation on a 6% polyacrylamide slab gel [5, 6] and the other part
was loaded on a 12% polyacrylamide gel [13] for MLC and regula-
tory protein separation. After the gel run, the gel slabs were silver
stained according to Giulian’s procedure [13]. A laser scanning
densitometer (QuantiScan Microvial Systems, Biosoft, UK) was
used to determine the relative proportion of MHC and MLC in each
fibre.

Vaax determination

Vmax Of single fibre was determined by the slack test method [8, 19].
The fibre was fully activated in the pCa 4.2 solution. When Py had
reached its steady state, the fibre was released quickly to a shorter
length such that tension fell to baseline. The fibre shortened under
zero load until the slack was taken up, after which tension began to
re-develop. The fibre was re-extended to its original length and
replaced in solution R. Each fibre was activated and slackened four
to six times by using different length steps. The duration of unloaded
shortening, or the time between the onset of slack and re-develop-
ment of tension, was measured for each step length. The amount of
length change was plotted as a function of the unloaded shortening
duration. Vo, [fibre length (FL/s)] was calculated by dividing the
slope of the fitted straight line by the fibre segment length and was
normalized to the SL [12].

Solutions

The composition of all the solutions was calculated by the computer
program of Fabiato [9], using the stability constants listed by
Orentlicher et al. [22] for Ca and by Moisescu and Thieleczek [18]
for Sr, with a final ionic strength of 200 mM and a pH of 7.00. The
EGTA [ethylenebis (oxonitrilo)-tetraacetic acid] skinning solution
was composed of ATP (2.5 mM), morpholinopropane sulphonic
acid (MOPS, 20 mM), potassium propionate (170 mM), magnesium
acetate (2.5 mM), and K,-EGTA (5 mM). The following solutions
were used for the experimental procedure: a washing solution (W)
composed of ATP (2.5 mM), MOPS (20 mM), potassium propionate
(185 mM) and magnesium acetate (2.5 mM); solution R, similar to
the skinning solution; pCa- (pSr-) activating solutions consisting of
solution W plus various concentrations of free Ca (Sr) (from CaCO;
or SrCl,, respectively) buffered with EGTA and added in deter-
mined proportions to obtain the different pCa (pSr) values; and
a Brij solution made up of solution R plus 2% Brij 58.

Statistical analysis

The data relating pCa (pSr) force as well as V,,, values were
statistically analysed using the Student’s t-test. The data were



-esented as means + SEM. P < 0.05 was chosen as the level of
gnificance.

esults
ibre type identification

v total of 41 fibres (about eight fibres per monkey) were
solated from the SOL muscle biopsies removed from
he five rhesus monkeys. According to the Ca/Sr rela-
ive affinity or A criterion (see Materials and methods
ection), two populations of fibres were determined in
he monkey SOL muscles (Table 1, part A). A large
najority (61%) of the 41 SOL fibres was identified as
eing type S since the A criterion was equal to
).43 4+ 0.04. The remaining fibres (39%) had a A crni-
erion value of 1.14 + 0.06, indicative of being type F.

The electrophoretic analysis of the myofibrillar com-
sosition of the same 41 fibres revealed not only S and
7 type fibres, but two additional hybrid subtypes. Ac-
sording to densitometric analysis, four characteristic
arofiles were defined, depending on their composition
>f S and F MHC and MLC isoforms. S fibres exhibited
type Il MHC and a slow MLC set (MLC,,, MLC,,).
Type F fibres expressed type IIA MHC associated with
a fast MLC set (MLC,;, MLC,; and MLC;). Hybrid
fibres co-expressed both S and F isoforms of both

Fig. 1 Representative profiles
for S, HS, HF and F fibres as
determined by electrophoretic

analysis of myosin heavy chain MHC

(MHC) isoforms and low

molecular weight myofibrillar

proteins. Upper panel shows MHCI

SDS-PAGE (6%) slab gel

electrophoresis; only the MHC

region is shown. Lower panel

shows SDS-PAGE (12%) slab MLC

gel electrophoresis of the same

fibres; only the region below

actin is shown. (s and fslow and Actin

fast type, MLC myosin light

chain, Tm tropomyosin, TnT

troponin T, TnC troponin C)
Slow complex
Tm-TnT
MLCie
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MHC and MLC. In this group of hybrid fibres, gener-
ally one MHC isoform was expressed predominantly.
Therefore, hybrid fibres were classified into two sub-
types, hybrid slow (HS) and hybrid fast (HF), according
to the predominant isoform. Figure 1 illustrates the
four typical profiles determined by SDS-PAGE. This
illustration also shows the migration of the TnC and
TnT-Tm complex. We were able to detect the S isoform

Table 1 Fibre type identification: correlation between Ca/Sr affinity
indicator and electrophoretic analysis. (S slow, HS hybrid slow, HF
hybrid fast, F fast type fibres). A criterion is the relative difference
between Ca and Sr affinities, ie. pCaso~pSrso. % value is the
number of fibres in each group as a % of the total number (n = 41).

Fibre type Fibre type identification

B: Ca/Sr affinity and electrophor-
esis

A: Ca/Sr affinity

% A criterion value % A criterion value

S 61 043 +0.04 41 041 £0.04
HS — — 20 0.35+0.03
HF _— 22 1.08 +0.10™
F 39 1.14 +0.06* 17 1.22 +£0.04*

* F significantly different from S,

t HF significantly different from S,
 HF significantly different from HS,
* F significantly different from HS

s HS HF F
—— MHCIA
’ ;Fastéomplex
Too-ToT
e — e
- - _ MLCyx
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of TnC (TnC,) only in the S type fibres, since, in the
fibres expressing fast isoforms (HS, HF and F), it co-
migrates with MLC,;. The F isoform of TnC (TnC;)
was expressed in the HF and F fibre types. Thus, our
methods did not allow us to discuss the presence of
both S and F isoforms of TnC in the HS and HF hybrid
types. In the same way, no affirmation about the co-
expression of the Tm~TnT complex in the hybrid types
could be made.

The Table 1 (part B) summarizes the results of fibre
identification according to both Ca/Sr affinity and elec-
trophoresis. It appeared that the population defined as
being slow-twitch according to the Ca/Sr criterion cor-
responded to the S and HS fibres following elec-
trophoresis, and the population defined as being fast-
twitch, according to functional analysis, included HF
and F fibres. Indeed, no significant difference was ob-
served either between the A criterion values of S and
HS fibres, or between those of HF and F fibres.

Ca activation characteristics

The four groups of fibres (S, HS, HF and F), identified
on the basis of their differences in protein composition,
were examined for their differences in P, generated per
unit surface area and Ca activation parameters. Two
characteristics other than Ca affinity (pCas,) could be
derived from the T/pCa curves: the threshold for ac-
tivation by Ca (pCa) threshold and the steepness of the
curve, indicated by the Hill coefficient. As described in
[28], the Hill coefficient was calculated according to
the following equation: P/P,=([Ca%*]/K")/
[1 + ([Ca%?*]/K™)], where P/P, is the normalized ten-
sion, ny the Hill coefficient (denoted simply as » in
equation), and K the apparent dissociation constant
(pK = —logK = pCasg). The steepness (ny) of the
T /pCa curves was better represented by two Hill coeffi-
cients, n; (denoted simply as n in equation) for

Table 2 Ca activation characteristics of single fibres from the four
different profiles (i.e. S, HS, HF and F) identified in the monkey
soleus (SOL)) muscle. Values are expressed as mean + SEM; (n
Number of fibres, P, maximal tension expressed per unit surface

P/Py > 0.50 and n, (again denoted simply as n in equa-
tion) for P/P, < 0.50. The results are summarized in
Table 2. The T/pCa measurements are illustrated by
the curves of Fig. 2. The T/pSr relationships are not
represented here since they are principally used for the
fibre type identification (determination of pSrs, para-
meter, see Table 1).

The P, value expressed per unit surface area (kN/m?)
was invariant among the S, HS, HF and F fibres. For
the T/pCa parameters, the greater differences were
found between the typical S and F fibre populations.
The S fibres had characteristic T/pCa parameters. i.e.
a higher pCa threshold, a higher affinity and lower Hill
coefficients. On the contrary, the F fibres were less
sensitive to Ca (lower pCa threshold and lower Ca
affinity) and presented higher Hill coefficients.

The HS and HF populations showed, for all para-
meters except n,, positions of their T/pCa curves which
were intermediate between those of S and F fibres in the
following order: S — HS — HF — F. However, no sig-
nificant differences were found between S and HS or
between F and HF fibres.

Finally, it should be noticed that, in all cases, the
value of the Hill coefficient n, was higher than that
of n,.

Vmax IN€asurements

Vmax Was measured in 27 fibres taken from the 41 total
fibres. According to the electrophoretic analysis, these
27 fibres are comprised of 17 S fibres, 3 HS fibres and
7 HF fibres. Figure 3 illustrates the distribution of these
fibres in terms of V,,, associated with myofibrillar
protein composition. The V., values obtained for the
S and HS fibres were distributed between 0.4 and
2.8 FL/s. The average V,,, values were not significantly
different between S and HS fibres (1.25 4+ 0.15 FL/s,
n=17, 1.08 £ 020FL/s, n =3, respectively). This

area (kN/m?), pCa threshold threshold for Ca activation, pCas, pCa
at which tension is half maximal, ny, n,, n; slopes of the fitted line for
the curve, for P/P, > 0.5 and for P/P, < 0.5, respectively.

Parameter Fibre type
Sn=17) HS (n=28) HF(n=9) Fn=7)

P, (kN/m?) 88 +9 71 +4 64 413 80 +10
pCa threshold 6.78 + 0.06 6.63 +0.35 6.48 + 0.05' 6.48 + 0.08*
pCaso 596 + 0.04 5.86 + 0.41 579 + 0.04! 579 + 0.05*
ny 1.89 +0.12 1.98 +0.20 235+ 0.14' 2.69 + 0.46*
n 1.82 +£0.16 1.60 + 0.16 246 + 0.16% 241+ 0.51*
n, 205 +0.15 3.05+ 0381 4.10 + 0.72%

238 +£0.23

* F significantly different from S,

! HF significantly different from S,

¢ HF significantly different from HS,
" F significantly different from HS
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Fig. 2A,B Plots of tension/pCa (T /pCa) curves of the different fibre
groups from monkey SOL muscles. The curves are drawn according
to the Hill equation. Each experimental data point represents
mean + SEM. The number of fibres as well as the mean values of all
the T/pCa parameters in each group are indicated in Table 2.
A T/pCa curves of S (A) and HS (A) fibres. B T/pCa curves of F (O)
and HF (@) fibres

showed that S and HS fibres cannot be discriminated
according to their V., value. HF V_,, values were
distributed between 1.0 and 5.8 FL/s. These HF fibres
had an average V., (3.03 + 0.60 FL/s, n = 7) that was
significantly higher than that of the S or HS fibres.

Discussion

Based on the Ca and Sr activation characteristics, our
results showed that the monkey SOL fibres could be
classified in two groups: a slow one (61%) and a fast
one (39%). Compared to other studies [11, 34], no
intermediate fibre group significantly different from
S and F could be distinguished according to Ca/Sr
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LN
“%H

number of fibers

Vmax (FL/s)

Fig. 3 Distribution of maximal shortening velocity (Vo) in fibre
length/s (FL/s), measured in single fibres from the monkey
SOL muscle. The fibre type was determined by the elctrophoretic
profile

activation characteristics. Here, intermediate popula-
tions were discriminated only when the classification of
the SOL fibres was performed using electrophoretic
analysis. Two additional populations were found: hy-
brid populations composed of a mixed proportion of
S and F myofibrillar proteins. Thus the SOL typing
was established as follows: 61% of S fibres were com-
posed of 41% “pure” S and 20% HS; and 39% of
F fibres were composed of 17% “pure” F and 22% HF.
This result concerning the SOL fibre typing was in
agreement with the literature, in so much as the SOL
contained a majority of S fibres. We found a smaller
proportion (61%) than that generally obtained from
the monkey (90-95%) using ATPase staining [1, 24].
This could be attributed to the lower number of experi-
mental fibres in our study (n = 41) when compared to
the number of fibres typed with ATPase staining
(n > 500). The fact that, for fibre identification, we used
other criteria (Ca/Sr and electrophoresis) than those
that were used in previous works could also explain
this discrepency. Nevertheless, this fibre type distribu-
tion of the SOL, ie. predominantly S type fibres, was
similar to that reported for a majority of mammals,
including human or other primates. This fibre type
composition was an indication that the SOL was heav-
ily recruited during postural and low level activity [24].

Many results have been reported concerning the P,
value developed by single skinned fibres, but, to our
knowledge, no data from the rhesus monkey were
available. The values of P, ranged from 64 kN/m? to
88 kN/m? and, thus, were not significantly different
from those that we found for rat fibres [29]. However
these values were lower than those found for human
muscle fibres (range 150-300 kN/m?) [11, 25, 31]. No
significant difference in P, as expressed per unit surface
area (P, in kN/m?) was found among the different
fibre types identified in the monkey SOL muscle.
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Examination of the literature revealed that the differ-
ences existing between the P, value developed by differ-
ent fibre tvpes depended strongly on the muscle species
and even vaned within given species. Indeed our re-
sults, i.e. no difference between P, values from subtypes,
were in accordance with previous works on rat skinned
fibres [15.29]. but were different from those of Bot-
tinelli et al. [ ] When studying human fibres, no differ-
ence was generally found between the P, values of
various fibre subtypes (Takagi [31] on the biceps
brachii. Fink et al. [11] on the vastus lateralis, Ruff and
Whittleses {25] on the gastrocnemius lateralis).

The Ca activation parameters of monkey SOL S and
F fibres were different according to the pCa threshold,
the pCa.. «thnitv parameter and the Hill coefficients.
These tvpicat differences were similar to those pre-
viously described for other mammalian muscle fibres
[20,27. 22] und could be attributed mainly to the dif-
ferent composiion of myofibrillar proteins [7]. The
presence of § or F isoforms of TnC has been considered
as being responsible for the difference of Ca affinity
between S and F fibre types [2, 19]. Moreover, it has
been shown thut the isoforms of TnT [15,26], Tm
[4,26] and Tnl [14], as well as the isoforms of MLC
and MHC {16, 34], could affect the T/pCa relation-
ship. The slopes (ny, ny, ny) of the S and F type fibre
T/pCa curves were also different in so much as the
F fibres presented steeper slopes than did S fibres.
According to Brandt et al. [4], the slope values of the
T/pCa curves supported the existence of a molecular
mechanism of cooperativity in the Ca binding process.
A determuning role for the shape of the T/pCa relation-
ship was given especially to the Tm—~TnT complex [26].
It should be noticed that, for all the fibre groups, the n,
coefficient value was greater than n,, a fact which has
been described previously [12, 19].

In our study. S and F fibre populations, as identified

by electrophoretic analysis, expressed respectively the
S or F 1soforms of MHC, MLC and regulatory proteins
(Tm-TnT complex, TnC). An interesting finding of this
study was the correlation between the expression of
MHC and MLC. To date, this has not been shown in
the primate. but has been well documented in other
mammals. particularly in rabbits or humans [15, 33].
This favourable association was not only found in the
“pure” S and F fibre types, but also in the HS and HF
hybrid types. Indeed, both HS and HF hybnd fibres
exhibiting predominantly the S and F MHC isoforms,
co-expressed the predominant S and F MLC isoforms,
respectively. Greaser et al. [15], using skinned fibres
from rabbit plantaris muscles, also identified, among
pure S and F groups, intermediate types containing
a mixture of MHC and MLC isoforms. In our study,
the HS and HF profiles could not be revealed accord-
ing to their Ca/Sr relative affinity alone, in so much as
the Ca/Sr characteristics of HS and HF fibres were not
significantly different from those of the S and F fibres,
respectively. We suggest than when both S and F iso-

forms of myofibrillar proteins are present in a fibre,
contractile properties are dictated mainly by the pre-
dominant isoforms. This is not in agreement with
Danieli-Betto et al. [7] who asserted that when analys-
ing the T/pCa relationships of control rat SOL fibres
exhibiting both F and S isoforms of MLC and regula-
tory proteins, their Ca sensitivity was predominantly
affected by the F isoforms. However, even if the differ-
ences between S and HS fibres and between F and HF
fibres were not significant, the hybrid fibres had Ca
characteristics that were intermediate between “pure”
S and F fibres, the HS and HF fibres having a greater
resemblance to the S and F fibres, respectively. This
intermediate position of the hybrid fibres was also
found by Greaser et al. ([15], p 94, Table 2).

We showed that HS fibres exhibited slow functional
properties and did not observe the F TnC isoform in
HS fibres. According to these observations, even if no
conclusion can be made about the presence of TnC; in
HF fibres (TnC, co-migrates with MLC,;, see Mater-
ials and methods), we could consider that Ca/Sr activa-
tion properties are dependent on the TnC isoform.
Nevertheless, from our results, we cannot refute that Ca
activation characteristics also depend on the myosin
composition (MHC and MLC) since T/pCa and T/pSr
curves of HS and HF fibres could be linked to the
predominantly expressed MHC and MLC isoforms.

Our results showed that there was a continuum in
Vmax values among individual fibres of SOL muscles
from the rhesus monkey. The values were distributed
between 04 and 5.8 FL/s. This range of values was
comparable to that measured in single fibres from hu-
man gastrocnemius lateralis by Ruff and Whittlesey
[25]. Within this continuum, the values of three fibre
groups (S, HS and HF) differing by their myosin com-
position were reported. Thus, as described previously
for the other functional parameters, only the elec-
trophoretic profile permits the discrimination of the
different subtypes. However, considering the mean V.,
values of each group, our results allowed us to distin-
guish HF from “pure” S and HS fibres. Even if there
was no difference between S and HS groups, our data
concerning HF and S were in agreement with those of
Greaser et al. [15], in so much as these authors were
able, by using V.., to separate intermediate from
S and F fibres.

Much evidence for a strong correlation between V.,
and the MHC composition has been reported
[3,23,30]. We showed that fibres expressing only, or
predominantly, the slow MHC isoform exhibited low
Vamax values. This observation was not in accordance
with Reiser et al. [23]. Nevertheless, when the fast
MHC isoform was predominant, we measured greater
Vmax Values. Moreover, contractile proteins other than
MHC could be responsible for the variability that we
observed in V., values: a correlation was mentioned
between MLC composition and V., in F fibres
[15, 30].
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Summary

This study was undertaken with the aim to correlate some of the functional characteristics with the myofibrillar
somposition in myosin heavy chain isoforms on newborn and adult rat soleus muscles. The following postnatal ages
were chosen in order to determine the role of innervation in the establishment of the mature muscle phenotype: before
(postnatal day 6), when (postnatal day 12), and after (days 17 and 23) the monosynaptic innervation appeared. The
steady state of definitive innervation was controlled on adult muscles (i.e. ~13 weeks). Muscle maturation was followed
by ATPase staining and fibre diversity was observed at postnatal day 12. The functional properties of skinned bundles
isolated from newbom rats were determined by Calcdum/Strontium activation characteristics (Tension/pCa and pSr
relationships). From postnatal days 6 to 17, the soleus bundles exhibited Calcium/Strontium activation characteristics
intermediate between slow and fast fibre populations-previously described in muscles. At day 23, the Calcium/Strontium
activation characteristics of the soleus were closer to those of a slow type. Moreover, we observed a decrease in Ca
affinity concomittant with the installation of the monosynaptic innervation, and an increase of the slow type I during
postnatal development. Finally, this work reported a greater correlation between the Caldum/Strontium activation
parameters and the myosin heavy chain isoform composition at the postnatal days when the mature monosynaptic

innervation pattern occurred.

Introduction

Several important changes occur during the first
weeks of postnatal life in the mammalian neuromus-
cular system. For example, it is now well known that
in the soleus whis is a slow muscle, there is a
gradual regression of the polyinnervation so that by
day 12 all fibres receive a monosynaptic innervation
(Condon et al,, 1989). This situation has aiso been
described by Thompson and colleagues (1984), who
identified by ATPase staining the fibre types in-
nervated by single motor neurons in the rat soleus
muscle at 8 and 16 days after birth. They concluded
that at 8 days after birth soleus muscles are
polyneuronally innervated, whereas at 16 days the
polyneuronal innervation has been eliminated: the
innervation becomes monosynaptic during this per-
iod of development. It has been reported that the rat
soleus muscle was gradually transformed during the
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postnatal development from a muscle containing
equal proportions of slow type I and fast type I
fibres to a muscle predominantly composed of type I
fibres (Kugelberg, 1976; Condon et al., 1989).

There is much evidence to show that the
characteristical properties of skeletal muscle fibres
are determined by the activity pattern imposed
upon them by their motoneurons (Pette & Vrbova,
1985). In particular, the type of innervation that the
muscle fibre receives will determine its myosin
content. It is also well demonstrated that physical
activity (Leferovich et al, 1991; Goldspink et al.,
1992) or immobilisation (Goldspink and Williams,
1989) influence the myosin phenotypic expression.
During development, marked transitions in the
myosin content have been reported in rat-and
rabbit fast- and slow-twitch muscles (Swynghedaw,
1986). Different combinations of four known Myosin
Heavy Chains (MyHC) (embryonic, necnatal, siow
and fast) can be found in the soleus fibres



pending on the stage of development (Butler-

owne & Whalen, 1984; Narusawa et al, 1987;

Albis et al., 1989), while it is not the case for the

yosin Light Chains (MyLC) which never exhibit

e neonatal form (Whalen et al., 1981).

It has been reported that the regulatory proteins

> not express the same profile of isoform expres-

on during postnatal development (Leeuw et al.,

94). No developmental isoforms have been de-
cted for Troponin C, which was found to vary in
ie relative proportion of the slow and fast isoforms
osth during development and according to the type
f innervation. Many different Troponin T isoforms
ave been shown to be expressed during postnatal
evelopment but do not seem to be under neural
1fluence. Finally, no developmental isoform and no
eural influence were reported for Troponin L

Therefore, since MyHC expression differs depend-
1g both on the developmental stage and the type of
wnervation, the analysis of MyHC transitions
eemed to be the best marker for studying postnatal
auscle properties. Moreover, the differences .in
AyHC composition are known to influence the
ontractile properties of slow and fast muscle fibres.
‘he myosin filament has been reported to be
mplicated in the Ca’* activation process and, in
»articular, to have a possible role on the parameters
f the Tension/pCa relationship (Greaser ¢t al., 1988;
{ofmann et al., 1990; Cordonnier et al., 1995).

During the last 10 years, many studies have been
arried out on bundles or isolated skinned fibres in
In attempt to correlate structural and functional
roperties but few of these have looked at devel-
ping muscle. Thus, the aim of this study was to
xamine some of these functional characteristics
Calcium and Strontium activation) in relation with
he MyHC composition in newbom and adult rat
oleus fibres.

The following postnatal ages were chosen in
order to analyse the role of innervation in the
jetermination of soleus characteristics: before the
ippearance of a monosynaptic innervation (6 days
vostnatal, Condon et al., 1989), at the moment when
nnervation appears (12 days postnatal, Westerga &
Grambergen, 1994), after the appearance of the final
pattern of innervation (17 and 23 days, Condon et
l., 1989) and at a steady state of innervation (i.e.
adult age ~13 weeks). :

Our results indicate that significant changes occur
n both functional and structural properties from
postnatal day 12 ie. when the definitive innervation
was established. Moreover a greater correlation
between functional properties (particularly relative
Calcium/Strontium  (Ca/Sr) affinity) and MyHC
composition at the postnatal days was evidenced
when the mature pattern of innervation had been
established.

PICQUET et al.
Materials and methods

Animals and samples

Male Sprague Dawley rats aged 6, 12, 17, 23 and 91 days
(five animals per age) were used for this study. The soleus
of each hindlimb was dissected out from anaesthetized rats
(ethylcarbamate, 1.60 mg g™!). For each age, the two soleus
muscles of each rat were randomly distributed into two
groups: one group (n =3 muscles/age) on which ATPase
staining or immunchistochemistry was performed and a
second group (n =5 muscles/age) that was examined for
contractile and electrophoretic properties.

These investigations were approved both by the
Ministry of Agricultural and Forestry and the Ministry
of Education (Veterinary service for health and animal
protection; authorization 03805).

Preparation of muscle fibres and bundles

All the soleus muscles examined for contractile properties
were skinned by exposure to an EGTA skinning solution
for 24h prior to storage at -20°C in a 50% glycerol
skinning solution (vol/vol), ie. storage solution (Mounier
et al., 1989). This procedure allowed us to apply activating
solutions of various calcdum concentrations (pCa;
pCa = ~log[Ca®*]) directly to the contractile system. A
protease inhibitor, leupeptin, was added to the storage
solution (10 pgml-!). Since, it has been established by
Reiser and colleagues (1988) that addition to leupeptin,
especially in newborn rats, prevented a decrease in
tension.

For adult muscles (51 days), experiments were per-
formed on single skinned fibres. However, for newbomn
muscles i.e. 6, 12, 17 and 23 days old, small bundles of
fibres were used. The average diameter of these bundles
was about 65 um, ie., the diameter of one single adult
fibre. Before each experiment, bundles or fibres were
bathed for 20 min in a 2% detergent solution (Brij 58).
This solution is known to eliminate irreversibly the
function of the sarcoplasmic reticulum leaving the con-
tractile system intact (Orentlicher ¢t al.,, 1974).

Apparatus

The apparatus has already been described in detail in our
previous studies (Mounier et al., 1989). Briefly, on the day
of an experiment, an individual skinned fibre or bundle
was transferred into the experimental chamber containing
a relaxing solution (also called R, see: Solutions). A
segment, about 2-2.5 mm long, was mounted between a
pair of fixed forceps and a force transducer (Kulite, BG 10,
sensitivity 10 V/g). The mounted fibre or bundle was
viewed through a high magnifying binocular (x80), with a
micrometer allowing diameter measurements.

Experimental procedure

While the adult fibre or newborn bundle was in the R
solution, the length was adjusted to 120% of the resting
length. At this length, the maximal isometric force was
elicited. All the experiments were performed at 17° C (£1).
At the beginning of each experiment, a maximal tension
(Pg) was induced by the application of pCa 4.2 solution, a
caldum concentration large enough to saturate all the
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inding sites of troponin C (TnC). Tension/pCa and
ension/pSr relationships (T/pCa and T/pSr) were estab-
ished as described previously (Stevens et al., 1993). Briefly,
:ach amplitude of tension (P) obtained in solutions of
rarious pCa values was normalized to P. The ratio P/Pqy
vas related to the pCa. The same procedure was
serformed to obtain the Sr activation properties (T/pSr),
:xcept that the fibre was maximally activated in pSr 3.4
iolution.

Physiological identification of different bundle or fibre
ypes

['he criterion for fibre identification described by Fink and
olleagues (1986) has been used in our previous studies
Stevens et al., 1993). This criterion was based on the
difference of Ca and Sr activation characteristics between
slow and fast fibres. It is generally admited that fast fibres
are less sensitive to Sr than slow fibres. From the T/pCa
and T/pSr relationships, several parameters can be
derived, and particularly pCasp and pSrs. This value
represents the pCa (pSr) necessary to develop 50% of the
maximum Ca (Sr) activated tension response. pCasp and
pSrso are indicators of the affinity of the contractile
apparatus for Ca and Sr, respectively. The difference
(pCasp~pSrsg) or A criterion was used to reflect the relative
affinity of a fibre to Ca and Sr. According to the statistical
test of normality (anamorphosis law) of the A criterion
values determined for the adult fibres studied (n =20),
two populations of fibres could be identified: one showing
a A value of no more than 0.7 was identified as being slow,
a second one exhibiting a A value greater than 1 was
identified as being fast. Another parameter could be
derived from the T/pCa relationship: the steepness of the
curve indicated by the Hill coeffident (ny). This Hill
coefficient (n in the equation) was calculated according to
the following equation (Brandt et al, 1982); P/Py=
([Ca**1/K)* /(1 + ([Ca**]/K)?] where P/P, is the normal-
ized tension and K is the apparent dissodation constant
(pK = —log K = pCasp). It was established that the fast type
fibre could be distinguished from the slow type by a
steeper T/pCa curve (higher ny value). All the parameters
derived from T/pCa and T/pSr relationships were also
used in the characterization of the bundle types.

Solutions

The composition of all the solutions was calculated by the
computer program of Fabiato (1988) with the stability
constants listed by Orentlicher and colleagues (1977) for Ca
and by Moisescu and Thieleczek (1979) for Sr. The pH was
adjusted at 7.00 £ 0.02, and the final ionic strength fixed at
200 mM. The skinning solution was made up of ATP
{25 mM), 3-(N-morpholino)-propanesulfonic acd (MOPS,
20 mM), potassium propionate (170 mum), magnesium acet-
ate (2.5 mm), and K;EGTA (5 mm). The following solutions
were used for the experimental procedure: a washing
solution, also called W, composed of ATP (25 mm), MOPS
(20 mM), potassium propionate (185 mm), and magnesium
acetate (2.5 mMm); a relaxing solution (R), similar to the
skinning solution; pCa (pSr) activating solutions consisting
of W + various concentrations of Ca (or Sr), from CaCO;
and SrCl; respectively, buffered with EGTA, and added in

various proportions to obtain the different pCa (pSr)
values. The Brij solution was composed to R solution
+2% Brij 58.

Determination of myosin heavy chain isoform composition
After physiological measurements, both fibres and bundles
were analysed by electrophoresis. The MyHC composition
was determined using vertical sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) with a 6%
polyacrylamide concentration (Carraro & Catani, 1983;
Danieli-Betto ¢t al., 1986). After the gel run, the gel slabs
were silver stained according to the procedure of Giulian
and colleagues (1983). A laser scanning densitometer
(Quantiscan, Microvial systems, Biosoft, UKJ was used
to determine the relative proportion of the different types
of MyHC isoforms in each fibre or bundle.

ATPase staining

Muscle maturation was followed by ATPase staining. At
each age, one soleus of each rat was removed, mounted in
embedding medium (TEK ACT Compound), frozen in
isopentane precooled to its freezing point by liquid
nitrogen, and stored at =80°C until analysis. Serial
transverse sections (10 um thick) were cut from the widest
portion of the muscle belly on a microtome at =30°C and
stained for myofibrillar adenosine triphosphatase (ATPase)
activity, using the method of Brooke and Kaiser (1970)
with acid (pH4.3, 4.4) and alkali (pH 9.4) preincubations.

This histochemical method allows the characterization
of the two major types of soleus fibres, type I (slow) and
A (fast) as well as the intermediate type (type IIC). The
soleus composition was expressed as the percentage of
each fibre type in an examined section.

Immunohisotchemistry

The expression of developmental MyHC on our postnatal
muscle samples was verified by immunostaining. Two
primary antibodies were used. NCL. MHCd (Tebu/Novo-
castra), a preparation of mouse immunoglobulin G1, which
recognizes embryonic MyHC in rat foetus and neonatal
MyHC at postnatal days Davis et al.,, 1991). The second
antibody was 2 B6 which recognizes specificaily embryonic
MyHC (Gambke & Rubinstein, 1984), provided by G. S.
Butler-Browne. Briefly, serial sections were incubated in
goat serum in phosphate buffered serum (PBS) for 20 min.
The primary antibody, 1/50 diluted, was applied to
sections for 60 min in a humid chamber at 37°C. Slides
were then washed in PBS (3 X 5 min) and reacted with a
peroxidase conjugated antimouse immunoglobulin labelled
secondary antibody (Vectastain ABC kit, Biosys SA) during
30 mn at room temperature. The reaction was revealed
using diaminobenzidine (DAB). The positive reaction of
the antibody was controlled on foetus from rat hindlimb
muscles at gestational day 18. At postnatal stages from 6 to
23 days, the reaction of 2 Bé antibody was negative
whereas that using NCL MHCd antibody was positive
{data not illustrated). This indicated that at these postnatal
days, embryonic MyHC was no more expressed while
MyHC neo was present.



tistical analysis

er one way analysis of variance, Student’s I-test was
«d to establish the intergroup comparison. Differences
re considered significant at p <0.05. All the results
re expressed as mean = SE.

sults

stochemical data

e per cent distribution of soleus fibre types,
termined using ATPase staining, is shown in
ble 1. Between postnatal days 6-23 there was a
ogressive change in fibre type composition in the
leus muscle. At postnatal day 6, all the soleus
res belonged to the intermediate type IC and
ere considered to be undifferentiated. At day 12,
out 52% of the soleus fibres were type I, and 48%
ere type IIC fibres. From postnatal day 12 to 23, we
»served a gradual increase in the number of type I
ores and a decrease in the percentage of type IC
ores. The first type IIA fibres became detectable.at
ay 17 (2.40%). At day 23, the same proportion of
pe UA fibre was found while it increased up to
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21.5% in the adult muscle. At each age examined, no
type IIB fibres were found.

Ca and Sr activation characteristics

The Ca and Sr activaton characteristics were
determined for all the bundles and fibres studied.
The results are summarized in Table2 and illu-
strated in Figs 1 and 2.

According to the distribution histogram of A
criterion (i.e. difference between pCass and pSrso),
two populations of fibres were identified in the
adult soleus muscle (Fig.1A). A large majority
(75%) of the 20 fibres studied were identified as
being of the slow type since the mean A value was
equal to 0.32 £0.05 (Table 2). The remaining popu-
lation of fibres (25%) having a A value of 1.22 =0.02
was characterized as fast.

In the newbom bundles, from postatal day 6 to
23, the A values were intermediate, ie. located
between those of adult slow and fast fibres (Fig. 1B).
At these ages, the A values do not allow one to
distinguish different populations. However, at post-
natal day 23, bundles exhibited a larger range of A
distributions evolving toward values of a slow type.

Table L Evolution of the fibre type distribution in the soleus muscle

determined by ATPase staining

Developmental No. Type | Type lIC Type IIA
stages muscles (%) %) (%)
Newborn

Postnatal day 6 5 - 100.00 = 0.00 -

Postnatal day 12 5 5180=1.13 48.20 = 1.13* -

Postnatal day 17 5 55.90 £ 1.91 41.60 = 1.59* 240141

Postnatal day 23 5 6341 £ 1.42% 3420 £ 1.58% 240 £0.90

Adult 5

7200 =209 650=0.96% 2150 +£241¢

Resuits are means = sg. Results are significantly different at p < 0.05. indicates statistical
difference with postatal day 6 group; Pwith postnatal day 12 group; with postnatal day

17 group; “with postnatal day 23 group.

Table 2 Ca and Sr activation characteristics of newbom soleus bundles and

adult soleus fibres

Developmental stages pCasp

ApCasg—pSrsg)  ny

Newbom
Postnatal day 6 (20) 5.90%0.03
Postnatal day 12 (30) 5.80=0.02*
Postnatal day 17 (20) 577 £0.03*
Postnatal day 23 (20) 579 %0.03*

Adult
Slow Fibres (15) 570+=003
Fast Fibres (5) 5.63%+0.04

0.62 £0.03 328+031
0.60 % 0.03 340 £024
0.57 £0.03 232£0.13%
0.47 £0.06%<  2590.16%
032 £0.05 2.08 +0.18
122 +0.0¢ 3.80 £ 0.50¢

Resuits are means +sg, the number of bundles or fibres being given in parentheses.
Results are significantly different at p <0.05. *indicates statistical difference with
gosmaml day 6 group; Pwith postnatal day 12 group; ‘with postatal day 17 group;
W

ith slow fibres from aduit



mtractile properties and MHC composition during postnatal development 5

A
S ja0uULT

»
2

Number of fibres
~N

A A AT

1 4

\l

4 P 4
oadliaTaTy

00 G3 08 03 12 15
A
8
S1pars S70ar 17
24 44
k-1
c
33 3
3
224 2
5 .
2z 14 ’
A ALY
I s n
e . .
12 15 00 03 08 09 12 1.5
Sq0ar 23

Number of bundlas

-

1 A aﬂ

1.5 00 03 O.GAQS

Q0 03 O.BAO.S 1.2 12 15

ig. 1. Distribution of A values (pCaso—pSrs) of soleus
dult fibres (A) and soleus newbormn bundles (B).

1004

» postnatal day 6
» postnatal day 12
¢ postnatal day 17
+ postnatal day 23

HELANIVE 1ENDIUN {70)
o
<

0' T T T T Y T T =1

6.6 64 62 6.0 5.8 56 54 52 5.0 4.8 46 44 4
pCa

fig.2. T/pCa curves from newborn rat soleus. Each
xperimental data point represents means = St. The num-
>er of bundles and T/pCa parameters are indicated in
Table 2. The curves are fitted to the Hill equation. sE have
ot been reported when they merged with the data point.

The T/pCa relationships are illustrated in Fig.2 and
the Ca activation parameters are shown in Table 2.
The T/pSr relationships, not represented here, were
principally used for the fibre or bundle type
identification (determination of A value). We ob-
served a significant decrease in pCasy values (shift
to the right of the T/pCa curve) between day 6 and
12. From day 12 to 23, the pCas values did not

vary significantly. However, at postnatal day 23 the
A value was significantly lower than that obtained
for other newbomn rats and was similar to that
obtained for slow fibres of adult rats. At days 6 and
12, the Hill coefficient values were identical and
larger than those at days 17 and 23, these latter
being not significantly different from each other. For
the adult soleus fibres, only the T/pCa parameters
have been reported (Table 2) since the results were
in complete agreement with those previously de-
scribed, ie. pCasp values not significantly different
between slow and fast fibres and a higher steepness
for the fast ones.

Electrophoretic and densitometric analysis

The electrophoretic analysis was performed on
bundles and fibres studied for their functional
properties. However, on bundles, there were fewer
densitometric data than contractile property results,
because some gels did not permit a correct densito-
metric analysis. The electrophoretic data are illu-
strated in Fig.3 and the densitometric analysis is
presented in Table3. The proportions of myosin
heavy chain isoforms were expressed as a relative
percentage of the total amount of MyHC present in
the bundles or fibres studied. Three types of MyHC
could be detected in order of increasing electro-
phoretic mobility: fast (MyHC IIA), neonatal (MyHC
neo) and slow (MyHC I) types. MyHC neo was
identified by comparing its electrophoretic mobility
with purified MyHC neo (Fig.3, lanes 1 and 4).
Myosin heavy chain I and IA were identified by
comparison with the migration of a mixing of
different MyHC isoforms (Fig.3, lane 7). Myosin
heavy chain I and MyHC neo were detected from
postnatal day 6 to 23. The densitometric data
revealed that the proportion of MyHC I increased
from day 6 to 17, while that of MyHC neo decreased.
However, between day 17 and 23, MyHC I composi-
tion remained unchanged whereas MyHC neo
continued to decrease. Myosin heavy chain A
appeared at postnatal day 12 (Fig.3, lanes 5 and 6)
and its expression increased with age. All the adult
fibres presented only one type of MyHC isoform ie.
MyHC I for slow fibres and MyHC IIA for fast
fibres. Myosin heavy chain neo was never expressed
in the adult fibres types.

Correlation between MyHC composition and A criterion
Figure 4A describes the relationship between the
relative percentage of MyHC types (neo, I and IIA)
and the mean A value established for each of the
four developmental stages studied. Myosin heavy
chain I expression was found to increase while A
values decreased ie. evolved towards a slow type.
However it should be noted that from day 17 to 23,
MyHC I composition remained unchanged whereas
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anes 1 2 3 4 5 6 7 8 9

ig. 3. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE) of soleus bundles. Lanes 1 and 4 are
urified MyHC nec; Lanes 2 and 3, postnatal day 6 bundles; Lanes 5 and 6, postnatal day 12 (bundles); Lane 8, postnatal

ay 17 (bundlel; Lane 9, postnatal day 23 (bundle). Lane 7 contains a mixing of purified MyHC neo, adult fast fibre and
dult slow ficre '

Table 3. Densitometric analysis of MyHC isoform composition

Cevelopmental stages MyHC [ (%) MyHC neo (%) MyHC IIA (%)
Newborn

Postnatal day 6 (15) 43.20 £ 1.93 56.80 £ 1.93 -

Postnatal day 12 (14) 54.01 £2.63* 37.06 £ 2.6%* 893 £1.78

Postnatal day 17 (7) 58.93 £0.74*  23.05 +£0.48% 18.02 = 0.67°

Postnatal day 23 (7) 58.54 =137° 1237 £2.23%¢ 29.09 = 2.53%
Adult

Slow Fibres (15) 100.00 = 0.00%%¢ - -

Fast Fibres (5) - - 100.00 % 0.00%¢

Adult slow and fast fibres were identified by the functional A criterion (pCasp-pSrso).
Results are means =& the number of bundles or fibres being given in parentheses.
Results are significantly different at p <0.05. *indicates statistical difference with

matal day 6 group; Pwith postnatal day 12 group; ‘with postnatal day 17 group;
pos p pos y 12 group, pos

with postnatal day 23 group.

\ continued to decrease. During postnatal develop-
nent, the relatve proportion of MyHC A increased
t the expense of MyHC neo. The expression of these
AyHC isoforms increased (for MyHC IA) or de-
reased (for MyHC neo) gradually with A evolution.
‘he table corresponding to Fig. 4B illustrates, at each
rostnatal age. the relationship between the percent
AyHC composiion and A values of individual
rundles. The linear correlation coefficdents were
btained from these relationships for each bundle.
he results showed that the level of correlation
retween one type of MyHC isoform and A criterion
lepended on the postnatal age. No correlation
\ppeared at days 6 and 12. At day 17 there was a
jood correlation of MyHC neo with A while at day
3 the better correlations of A with MyHC composi-
ion were established for the two predominant
soforms, I and OA.

Jiscussion

{istochemistry versus electrophoresis

Jased on the histochemical analysis, the differentia-
ion of fibre types could be divided into two

essential stages. The first one corresponded to that
between day 6 and 12 which was characterized by
the maturation of type I fibres. At postnatal day 12,
the number of type [ and type [IC fibres was almost
the same, as previously described by Rubinstein and
Kelly (1981). In the second stage, from day 12 to 17,
type IIA fibres appeared. The period between day 17
and day 91 could be characterized by transitions
between the three fibre types I, [IA and IC to obtain
gradually the mature adult soleus fibre phenotype:
2% I, 2150% OA and 6.50% IOC. All these
histochemical results are in agreement with those
of Umezu and colleagues (1992).

The correlation of these results with the electro-
phoretic analysis allowed one to evaluate the
myosin composition (particularly in MyHC) of the
different fibre types identified histochemically.
According to our results and those proposed by
Termin and colleagues (1989), for all ages, type I
and IIA fibres contained only MyHC I and MyHC
[IA, respectively. However, type [IC fibres may
contain a mixing of MyHC I, MyHC IA and MyHC
neo, whose proportions vary according to age. At
day 6, type IIC contained MyHC I and neo in equal
porportions. From day 12 to 23, type [IC composi-
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Fig. 4. Correlation between MyHC composition and A
riterion during postnatal development. (A} Relationship
setween the mean percentages of MyHC (neo, I and [1A)
-omposition and the mean 4 values at each postnatal day.
[he mean A values are reported in a decreasing order,
representative of the evolution of the soleus bundles to a
slow type. (B) Correlation coefficient values (r) for each
ype of MyHC isoform as a function of the postnatal age.
r coefficients were calculated according to the regression
ines established for each relationship between the per
zent MyHC compositon and A values of individual
>undles for 6, 12, 17 and 23 days.

don could be the result of a coexpression of MyHC
[ with [IA and neo. From day 17 to 23, type IIC
were mainly composed of MyHC I and [A, since
MyHC neo gradually decreased. In adult muscle,
type LIC fibres usually corresponded to a coex-
pressed MyHC [ with IIA, since MyHC neo was not
detected in adult muscle. In the 20 adult fibres
studied here for their functional properties, we did
aot observe any fibre with a mixture of MyHC I
and MyHC IIA (hybrid fibres). However, in pre-
vious studies we have identified this hybrid type
Cordonnier et al., 1995). The percentage of hybrid
fbres, coexpressing two or more myosin heavy
zhains, has been reported to increase under condi-
tions of induced fibre transformation (Maier et al.,
1988).

It has also been suggested that a reduction in
developmental isoform expression in favour of slow
or fast isoforms required the presence of innervation
Gao & Kennedy, 1992). Thus, considering our

results at postnatal day 12, the age when type IIC
fibres began to decrease, this could coincide with
the beginning of the appearance of a mature
monosynaptic innervation.

Functional properties versus electrophoresis

To determine the bundle functional types, we used
the Ca/Sr relative affinity parameter or pCasg~pSrso
(A) value. For the adult soleus (data on isolated
fibres), we found classical results i.e. 75% slow type
fibres characterized by a low mean A value and 25%
fast fibres (mean A value >1.00). The experiments on
newborn rats were performed on fibre bundles and
not on isolated fibres. So we cannot compare A
values from newborn and adults. However, the data
on adults permitted to obtain A values characteristic
of typically slow and fast fibres and thus to evaluate
the evolution of the functional typing during post-
natal development. According to the A repartition
histogram, we found that, at days 6, 12 and 17, the A
values were intermediate between slow and fast
types, the histograms at days 12 and 17 evolved
slightly towards low A values. At day 23, the A
histogram was clearly shifted to the left, showing a
maturation of the soleus to a predominantly slow
type muscle.

This work demonstrated that the A mean value,
at each postnatal stage, evolved in parallel with the
mean composition of each MyHC isoform type.
Indeed, the increased proportion of MyHC I,
concomittant with the decreased expression of
MyHC neo, illustrated very well the decrease in A
mean value, ie. the evolution of the soleus to a
slow type. However, when the A value was related
to the type of MyHC of each bundle at a given age,
no real correlations were detected before day 17.
Thus, a correlation between the appearance of a
given isoform and the A functional criterion was
found once monosynaptic innervation had been
established. For MyHC I and IIA, correlations with
A appeared at day 17, and were greater at day 23,
whereas for MyHC neo, the r coefficient decreased
from day 17 to 23. So, the rate of correlation of each
isoform was dependent on the postnatal age. This
must be linked to the progressive decrease of

. developmental MyHC isoform (MyHC neo), con-

comittant with the progressive increase of adult
MyHC isoforms (MyHC I and IIA) during these
steps of development.

In the present study, both Ca affinity (pCas) and
steepness (ny) of the T/pCa relationship decreased
with age, and became close to those measured for
adult slow fibres. Thus, these two parameters also
evolved in the way of a transformation of the soleus
towards a slow type. This was in good agreement
with the changes in MyHC isoform profile during
development. However, the evolution of pCas and



- did not follow the same time course: pCasp
creased significantly at 12 days postnatal whereas
 began to decrease at day 17 ie. when the
stallation of the definitive innervation was already
hieved. Thus, the steepness (ny) value, as
posed to pCasp values, did not seem to be
rectly dependent on the muscle innervation state.
are, we chose to focuse on the MyHC isoforms but
is known that the properties of the T/pCa
ationship are also strongly governed by the thin
ament regulatory complexes (Troponin-Tn~-: TnT,
C and Tropomyosin-Tm-: Tm subunits). The
termination of Ca affinity parameter was gener-
y related to the expression of TnC isoforms (Moss
al., 1986). According to Schachat and colleagues
387), the steepness of the T/pCa curve, which
dicated the degree of cooperativity between the
gulatory proteins along the thin filament, was
tter represented by variations in Tm-TnT com-
exes. It has been found by Leeuw and colleagues
994), on soleus muscle after denervation, that TnC
aracteristics during postnatal development were
ongly nerve dependent whereas the Tm-TnT
mplex was described to be only partially depen-
nt on the nervous system. Thus, in agreement
th these authors, we suggested that the differ-
tial evolution during development of pCasp and
¢ parameters as a functon of the innervation state,
uld also be linked to TnC and Tm-TnT isoform
pressions, respectively.

»nclusion

us study has contributed to establish the evolution

the contractile properties of newborn soleus
uscles during the first weeks of development in
lation to histochemical and myosin isoform
anges. We suggested that the appearance of the
iture monosynaptic innervation (at postnatal day
) produced a loss of Ca affinity, related to the
pearance of a diversity in fbre types.
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