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Le muscle squelettique de mammifére est un tissu hétérogéne composé d’une grande
variété de fibres possédant des propriétés structurales et fonctionnelles différentes. Les
propriétés contractiles du muscle résultent alors de la combinaison des propriétés
individuelles et de la proportion des différents types de fibres entrant dans sa composition. De
ce fait, chaque muscle est unique et cette hétérogénéité est a la base de la spécialisation d’un
type de muscle pour un rdle physiologique précis.

Les fibres musculaires sont des structures dynamiques capables de modifier leur
phénotype (transition type lent <> rapide) pour répondre & des stimuli particuliers. Elles
permettent d’expliquer la capacité d’adaptation du systéme musculaire vis-a-vis de différents
facteurs liés aux caractéristiques propres du muscle ou a son environnement. Nous étudierons
plus particuliérement dans ce travail I’influence de I’activité¢ du muscle et de I’innervation, sur
les modifications des propriétés structurales et fonctionnelles de fibres de muscles

squelettiques survenant au cours de dysfonctionnements entrainant une atrophie musculaire.

De nombreux travaux réalisés sur des animaux soumis & une période d’hypodynamie-
hypokinésie se traduisant par une réduction de I’activité neuromusculaire, ont révélé une
atrophie fonctionnelle consistant en une perte de masse et de force musculaire et se
manifestant surtout sur les muscles lents a vocation posturale tels que le soleus. Cette atrophie
musculaire se retrouve au niveau des fibres musculaires isolées. Il s’est également avéré que
cette atrophie musculaire s’accompagnait de la transformation du soleus, muscle de
phénotype initialement lent, vers un type plus rapide. On observe ainsi sur ce muscle une
diminution importante du nombre de fibres de type lent au profit d’'une augmentation des
fibres de type rapide. Les modifications décrites jusqu’a ce jour concernent particuliérement
les protéines contractiles comme la myosine.

Nous avons donc choisi d’analyser les propriétés d’activation calcique (relation
Tension/pCa et vitesse maximale de raccourcissement) de fibres musculaires de soleus de rat
soumis a une période d’hypodynamie-hypokinésie. L’existence de différentes isoformes de
chaines lourdes de myosine dans le muscle adulte, de méme que les transitions de
I’expression de ces isoformes observées aprés suspension nous ont conduit & analyser le
contenu en MHC des fibres. La contraction musculaire est, outre sous le contréle des MHC,
régulée par un ensemble de protéines dites régulatrices qui sont les chaines légeres de
myosine et la troponine C. Cette demni¢re conditionne non seulement la position mais

également la pente de la relation Tension/pCa. Il nous a paru intéressant d’examiner le
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parallélisme de I’expression des MHC et de ces protéines régulatrices, en relation avec les

propriétés fonctionnelles des fibres isolées de muscles soumis & des conditions d’atrophie.

La diversité des propriétés mécaniques des fibres musculaires est trés documentée,
mais trés peu de travaux se sont intéressés a 1’étude de leurs propriétés élastiques. De fagon a
approfondir nos connaissances dans ce domaine, nous avons donc étudié les propriétés
élastiques de fibres contrdles et atrophiées soumises a une activation calcique.

Au cours de la derniére décennie, une nouvelle protéine sarcomérique, la titine ou
connectine, a été décrite. Outre un rdle structural dans le maintien du filament épais au centre
du sarcomére, cette protéine est douée de propriétés élastiques et est responsable de la
génération de tension passive lors de I’étirement du sarcomére au repos. Par ailleurs,
différents auteurs ont mis en évidence la présence d’isoformes différentes suivant le type de
muscle. Ainsi, son rdle structural et physiologique important au sein du sarcomeére, peut
laisser penser que l’expression des isoformes de titine soit influencée au cours de
dysfonctionnements musculaires, comme dans le cas de la MHC. Sur cette base, nous avons
également analysé le contenu en isoformes de titine des muscles soleus et étudié les propriétés

élastiques passives des fibres issues de ces muscles aprés suspension.

Il est bien connu que I’acquisition et le maintien des caractéristiques musculaires est
sous la dépendance étroite de 1’innervation. En outre, différents travaux notent que I’influence
de I’innervation sur la détermination des caractéristiques des différents types de fibres
musculaires, se manifeste par une modulation du contenu en isoformes de certaines protéines
contractiles. Une meilleur compréhension du réle du message nerveux sur les caractéristiques
de I’atrophie musculaire de non-utilisation, nous était offerte par 1’analyse des transformations
structurales et fonctionnelles des fibres musculaires au cours d’une atrophie développée cette
fois par des animaux atteints d’une maladie neuromusculaire (souris wobbler). Les souris
wobbler présentent une mutation autosomique récessive (mutation wobbler), caractérisée par
une dégénérescence préférentielle des motoneurones au niveau de la moelle épiniére
cervicale. Les symptomes cliniques de la maladie se manifestent au niveau musculaire dés la
quatriéme semaine post-natale, par une atrophie trés marquée des muscles des pattes
antérieures et du cou qui se poursuit au niveau des muscles des pattes postérieures. L’étude a
porté sur 1’analyse électrophorétique de la composition en protéines contractiles (MHC) et
régulatrices (MLC et TnC) des muscles sternocleidomastoid (muscle du cou) et soleus

(muscle de la patte postérieure) de souris dgées de S & 7 semaines. De plus, une étude



15

fonctionnelle (relation Tension/pCa) de fibres musculaires isolées de ces deux types de
muscles a également été entreprise et les données corrélées a une analyse électrophorétique de

la composition en isoformes de MHC.

Notre travail portera donc sur la plasticité des caractéristiques contractiles et élastiques
de fibes musculaires squelettiques lors d’atrophies liées a des dysfonctionnements

neuromusculaires.



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES
DE BASE
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L’activité motrice de déplacement et du maintien postural est assurée par la capacité
des muscles squelettiques a se contracter plus ou moins rapidement. Un tel spectre de
mouvements, de lents a rapides, est possible grice a I’existence de caractéristiques variables
selon les muscles. La diversité du muscle squelettique est liée & sa composition en fibres
musculaires : aucun muscle squelettique n’est identique & un autre, et des muscles
homologues montrent des différences de composition en fibres selon les espéces.
L’hétérogénéité du tissu musculaire reflete en réalité son haut degré de spécialisation
fonctionnelle et représente la base de sa plasticité.

11 existe cependant une unité dans la diversité. En effet, 1’activité musculaire nécessite
une organisation stricte et complexe tant en termes d’organisation anatomique générale que
d’organisation moléculaire. Par ailleurs, dans tous les muscles, la contraction résuite d’une
interaction entre 1’actine et la myosine contr6lée par la concentration calcique interne et par
un groupe de protéines régulatrices constitué de la tropomyosine et du complexe des

troponines.

I - STRUCTURE DU MUSCLE STRIE SQUELETTIQUE

A - ORGANISATION GENERALE

Le muscle est constitué d’un ensemble de faisceaux de fibres musculaires (figure 1)
réunis par du tissu conjonctif dense (épimysium). Chaque faisceau entouré de tissu conjonctif
plus lache (périmysium), est constitué¢ d’un groupement de fibres musculaires. Chaque fibre
musculaire est gainée a son tour d’un tissu conjonctif fin (endomysium) et comprend chez
I’adulte plusieurs milliers de myofibrilles. Les réseaux de tissus conjonctifs s’unissent a
chaques extrémités du muscle pour former les tendons. Ces structures assurent les insertions
du muscle sur la charpente squelettique et transmettent la force musculaire produite lors de la
contraction. Un réseau de vaisseaux sanguins assure 1’apport en nutriments et en oxygéne au

muscle ainsi que I’épuration des métabolites. I1 permet également ’action des hormones.
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Figure 1 : Organisation générale du muscle strié squelettique (d’aprés Goubel et Lensel-
Corbeil, 1998).
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B - UUTRASTRUCTURE DE LA FIBRE MUSCULAIRE

La fibre musculaire squelettique est une cellule polynucléée de forme cylindrique. Sa
section est comprise entre 10 um et 100 um et sa longueur varie de quelques millimétres a
quelques dizaines de centimétres selon le muscle. La fibre musculaire est entourée d’une
membrane excitable : le sarcolemme. Son cytoplasme ou sarcoplasme, comprend de
nombreux organites tels que les noyaux, mitochondries, le réticulum sarcoplasmique et les
myofibrilles. Ces derniéres constituent [’appareil contractile et occupent environ 80 % du
volume des fibres. Dans le sarcoplasme se trouvent également des grains de glycogéne et de
graisse qui constituent les réserves énergétiques de la cellule.

Périodiquement, le sarcolemme s’invagine pour former le systéme tubulaire transverse
ou tubule T, venant ainsi entourer les myofibrilles (figure 2). Un systéme membranaire vient
également envelopper chaque myofibrille, le réticulum sarcoplasmique, qui est la réserve en
ions calcium indispensable a la contraction musculaire. L’association d’un tubule T et de deux
vésicules de réticulum sarcoplasmique constitue une triade, élément clé du couplage

excitation~contraction.

C - ULTRASTRUCTURE DES MYOFIBRILLES

Les myofibrilles sont des éléments cylindriques de 1 a 2 pum de diameétre. En
microscopie €lectronique, on observe au niveau de chaque myofibrille une alternance de
bandes sombres (bandes A, anisotropes) et de bandes claires (bandes I, isotropes) (figure 3).
Chaque bande A est coupée en son centre par une bande plus claire ou bande H, elle-méme
divisée en 2 par une ligne sombre : la strie M. Au milieu des bandes I on remarque également
une zone plus foncée appelée strie Z. La région d’une myofibrille comprise entre 2 stries Z

successives est appelée sarcomére, ¢’est la plus petite unité contractile de la myofibrille.
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~—~————— sarcolemme

myofibrille

débarrassée de reticulum sarcoplasmique
son enveloppe de

reticulum sarcoplasmique

tubule transverse

Figure 2 : Syst¢me de membranes internes impliquées dans le couplage excitation-contraction
(d’apres Jones et Round, 1990).
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Figure 3 : Illustration de P’origine des striations au niveau du muscle squelettique (d’aprés

Craig, 1994).
A : fibre musculaire et ses myofibrilles.
B : micrographie a contraste de phase d’une myofibrille (x 5400).

C : micrographie électronique d’une coupe longitudinale de myofibrilles
(x 23000).
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Au niveau moléculaire, 1’alternance des bandes sombres et claires des myofibrilles est
due a la disposition ordonnée de 2 types de myofilaments. Les filaments épais de myosine
occupent la bande A, alors que les filaments fins d’actine s’étendent le long de la bande I et
pénétrent en partie au niveau de la bande A (figure 4). Ils sont attachés a chaque extrémité du
sarcomeére au niveau des stries Z. Les filaments épais sont également reliés aux stries Z par
I’intermédiaire d’une autre protéine structurale, la titine ou connectine, dotée de propriétés

élastiques et assurant le positionnement centré du filament épais dans le sarcomere (figure 4).

D - ULTRASTRUCTURE DES MYOFILAMENTS

1 - Le filament épais de myosine

a - Structure

La myosine est une protéine hexamérique. Chaque molécule est constituée de 2
chaines lourdes (MHC : myosin heavy chain) de poids moléculaire d’environ 200 kDa et de 4
chaines 1égéres (MLC : myosin light chain) de poids moléculaire de 18 & 22 kDa (Warrick et
Spudich, 1987 ; Weeds et Lowey, 1971). Les chaines lourdes s’enroulent en double hélice au
niveau C terminal de la molécule, constituant ainsi une structure rigide correspondant a la
queue de la molécule de myosine (LMM : méromyosine l1égere) (figure 5-A). Les parties
NH;-terminales des 2 chaines lourdes se séparent pour se combiner chacune avec 2 chaines
Iégeres (une essentielle et une régulatrice ou phosphorylable) pour former les tétes globulaires
(HMM : méromyosine lourde). Ces derniéres se subdivisent en 2 parties : le fragment S1
constitué des tétes globulaires proprement dit et le fragment S2 qui attache celles-ci au reste
de la molécule.

Le fragment S1 posséde I’activité enzymatique de la myosine et le site de liaison a
I’actine. Le fragment S2 est une partie plus flexible qui assure la liaison entre le fragment S1
et le reste de la molécule (Elliott et Offer, 1978 ; Lowey et coll., 1969).

Dans le muscle strié squelettique, environ 300 molécules de myosine s’assemblent
entre elles de maniére antiparallele pour former le filament épais d’environ 1.6 pm de long

(figure 5-B) et 15 nm de diametre (Huxley, 1963).
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Figure 4 : Représentation schématique d’un sarcomére de muscle squelettique et son réseau

des trois principaux filaments (d’apres Keller, 1995).
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A
LMM o HMM
. S-2 S-1
MLC
essentielie
B

Figure 5 : A : Structure de la molécule de myosine. LMM, méromyosine légére. HMM,
méromyosine lourde. MLC, chaine 1égére de myosine. S1, téte globulaire de
la myosine. S2, fragment élastique liant la téte S1 au reste de la molécule
(d’apres Goubel et Lensel-Corbeil, 1998).

B : Structure du filament épais.
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b - Diversité moléculaire

Les chaines lourdes de myosine (MHC), de méme que les chaines légéres (MLC)
régulatrices et essentielles, comportent plusieurs isoformes codées par une famille
multigénique. Dans les fibres musculaires squelettiques de mammifére adulte, quatre
isoformes prédominantes des chaines lourdes de myosine ont été déterminées. 1l s’agit de la
MHC I/B de type lent également exprimée dans le cceur et de 3 isoformes de type rapide : la
MHC IIA, la MHC IID(X) et la MHC IIB (Pette et Staron, 1990 ; Schiaffino et Reggiani,
1996).

D’autres isoformes de MHC dont la distribution est spécifique du tissu musculaire ont
également été décrites. Il s’agit de la MHCeom trouvée dans les muscles extraoculaires et du
larynx, de la MHC "super rapide" (MHC 2M) exprimée dans les muscles maxillaires de
carnivores et de primates, de la MHC Ia identifiée dans le cceur et le masséter de méme que
dans les fibres intrafusales de rat et dans les muscles transformés (Héamaél4inen et Pette, 1994 ;
Peuker et Pette, 1995 ; Stevens et coll., 1999).

Au cours du développement, deux isoformes sont prédominantes dans les muscles, il
s’agit de la MHC embryonaire (MHC emb) et de la MHC néonatale (MHC neo) (Pette et
Staron, 1990 ; Schiaffino et Reggiani, 1996).

Récemment, une quatriéme isoforme lente de MHC (MHC Ia), dont la mobilité
électrophorétique est un peu plus élevée que celle de la MHC I, a été identifiée (Fauteck et

Kandarian, 1995 ; Galler et coll., 1997 ; Himaéldinen et Pette, 1996).

Les chaines légéres de myosine appartiennent a la famille des protéines EF-hand
incluant la troponine C (Nakayama et Kretsinger, 1994). Cing chaines légéres majeures
régulatrices ou essentielles ont été identifiées dans les muscles squelettiques de mammifére
(Barton et Buckingham, 1985). Les fibres musculaires de type lent expriment I’isoforme lente
des chaines légéres régulatrices (MLC 2s) et des chaines légéres essentielles (MLC 1s). Les
fibres musculaires de type rapide expriment quant & elles les isoformes rapides des chaines

légeéres régulatrices (MLC 2f) et essentielles (MLC 1f et MLC 3f).

Les différents types de fibres musculaires peuvent étre identifiés sur la base de leur
composition en MHC (lente ou rapide). De plus, il est actuellement bien établi qu’en plus des
fibres ne contenant qu’une seule isoforme de MHC dites "pures” lentes ou "pures" rapides, il
existe des fibres hybrides qui co-expriment différentes isoformes de MHC. Ainsi,

’association de la MHC I avec une ou plusieurs isoformes rapides, ou la combinaison en
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proportion variable des différentes isoformes rapides élargissent le spectre des combinaisons
de MHC possibles (Pette et Staron, 1988 ; Termin et Pette, 1992). Toutefois, certaines
associations de myosines n’ont jamais été décrites. En outre, les différentes combinaisons des
isoformes de MLC avec les MHC permettent également d’augmenter le nombre de types de

fibres possibles (tableau 1).

2 - Le filament fin
Le filament fin est constitué de 3 polypeptides différents : I’actine, la tropomyosine et

le complexe des troponines (figure 6-A).

a - I’actine

La forme monomérique appelée actine globulaire, ou actine G, est composée de 374
acides aminés (Elzinga et coll., 1973). La polymérisation de ’actine G forme un filament
appelé actine filamentaire ou actine F. L’actine F, de poids moléculaire de 42 kDa est
organisée en double hélice de 8 nm de diamétre et forme un filament d’environ 1 pum (Craig,
1994). L’actine musculaire existe sous deux isoformes: I’actine o-squelettique et 1’actine
o-cardiaque. Ces deux isoformes présentent une structure trés conservée qui différe
uniquement sur quatre acides aminés au niveau NH)-terminal de la molécule
(Vandekerckhove et Weber, 1979). Chez le rat et la souris, ces deux isoformes sont co-
exprimées dans les muscles squelettiques et cardiaques au cours du développement, alors que
chez ’adulte le muscle squelettique exprime uniquement ’isoforme o-squelettique et le

muscle cardiaque I’isoforme a-cardiaque (Vandekerckhove et coll., 1986).

b - La tropomyosine

La molécule de tropomyosine se loge dans le sillon délimité par les 2 chaines d’actine.
Elle stabilise le filament d’actine et bloque stériquement !’interaction entre l’actine et la
myosine (figure 6-A). C’est une protéine dimérique de poids moléculaire compris entre 65 et
70 kDa (Cohen et Holmes, 1963). Elle est constituée par 1’assemblage de 2 chaines
hélicoidales de type a ou f. Dans le muscle squelettique, 3 combinaisons sont possibles o/a
et B/B homodiméres ou o/f hétérodimere (Johnson et Smillie, 1975 ; Stewart, 1975). La

proportion relative des sous unités a et  apparait €tre dépendante de I’espeéce (Cummins et
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Combinaisons des chaines lourdes

Combinaisons des chaines légéres x B C

I |(LCls), (LC2s), (HCI), (HCI) (HCIla) (HCIIa),
2 | (LCls), (LC1f) (LC2s), (HCI), (HCI) (HCIla) |(HClIIa),
3 | (LCI1f), (LC2s), (HCI), (HCI) (HCIlIa) (HCIIa),
4 [(LCls), (LC2s) (LC2f) (HCI), (HCI) (HCIIa) (HCIIa),
5 |(LCls) (LCI1f)(LC2s) (LC2f) |(HCI); (HCI) (HCIla)  |(HCHa),
6 |(LC1f), (LC2s)(LC21) (HCI), (HCI) (HCllIa) (HCIla),
7 | (LCls), (LC2f), (HCI), (HCI) (HCIIa) (HCIIa),
8 |(LCl1s) (LCIf) (LC2f), (HCI), (HCI) (HCIIa) |(HCIIa),
9 [(LC3f), (LC2s) (LC2f) (HCI), (HCI) (HCIla) |(HCIla),
10 [(LC3f), (LC2s), (HCI), (HCI) (HClIla) (HCIIa),
11 | (LC1s) (LC31) (LC2s), (HCI), (HCI) (HCIla)  {(HClIa),
12 | (LCI1f) (LC31) (LC2s), (HCI), (HCI) (HCIIa) (HCIIa),
13 [(LC1f) (LC31) (LC2s) (LC2f) |(HCI), (HCI) (HCIIa) | (HCHa),
14 | (LC1s) (LC3f) (LC2£), (HCI), (HCI) (HCIIa) (HCIIa),
15 |(LCls) (LC3f) (LC2s) (LC2f) |(HCI), (HCI) (HClla) | (HCIIa),
16 |(LC1f), (LC2f), (HCI), (HCI) (HCIIa) (HCIIa),
17 | (LC1f) (LC3f) (LC2£), (HCI), (HCI) (HCIIa) (HCIIa),
18 | (LC3f), (LC2f), (HCI), (HCI) (HCIla)  |(HCIIa),
19 | (LC1f), (LC2f), (HClIla) (HCIIb) |(HCIIb),
20 | (LC1f) (LC3f) (LC21), (HClIIa) (HCIIb) |(HCIIb),
21 |(LC3f), (LC2f), (HCIlIa) (HCIIb) |(HCIIb),

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des différentes associations possibles entre les chaines
lourdes (HC) et légéres (LC) de myosine obtenues sur des fibres de lapin
(d’apres Pette et Staron, 1990).




Actin monomer

Figure 6 : A : Représentation schématique du filament fin (d’apres Jones et Round, 1990).
B : Schématisation de 'interaction entre les différentes protéines du filament fin
(d’apres Perry, 1998).
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Perry, 1973) et du muscle (Carraro et coll., 1981 ; Roy et coll., 1979). Des études ont montré
la prédominance de I’expression de la sous unité B dans les fibres de type lent et celle de la
sous unité o dans les fibres de type IIB (Salviati et coll., 1982). Par ailleurs, une isoforme
lente et une isoforme rapide de la sous unité o ont ét€ identifiées (Bronson et Schachat, 1982 ;

Heeley et coll., 1983 ; Salviati et coll., 1982).

¢ - Le complexe des troponines

Les troponines ou protéines régulatrices, empéchent 1’association permanente de la
myosine a ’actine (inhibition de la contraction musculaire) et regoivent le signal qui
déclenche la levée de cette inhibition (Weber et Murray, 1973).

Ce complexe comprend 3 polypeptides : la troponine T (TnT), la troponine C (TnC) et
la troponine I (Tnl). Des études de diffraction aux rayons X (Haselgrove, 1983) ont montré
que le complexe est distribué le long du filament fin avec une périodicité de 38.5 nm,
correspondant a la fixation d’un complexe de troponines tous les 7 monomeéres d’actine G
(figure 6-A). Par ailleurs, des études en microscopie électronique couplées a des études
biochimiques (Flicker et coll., 1982) suggérent que la TnC, la Tnl et une partie de la TnT
(fragment T2) sont liées a proximité de la Cys 190 de la tropomyosine et que le reste de la

TnT (fragment T1) s’accroche vers la partice COOH-terminale de 1la molécule (figure 6-B).

i) la troponine T (TnT)

La troponine T, de poids moléculaire compris entre 30 et 35 kDa (Pearlstone et
coll., 1977) assure la liaison du complexe des troponines 4 la tropomyosine.

De nombreuses isoformes de TnT ont été identifiées dans les muscles de
mammiferes. Elles sont le produit de 1’expression de génes distincts et spécifiques du type de
muscle (Gahlmann et coll., 1987 ; Smillie et coll., 1988). Toutefois, on retrouve une forte
homologie entre les isoformes de TnT du méme type de muscle entre différentes espéces
animales et entre les isoformes de TnT de différents types de muscles dans une méme espéce
(Perry, 1998). Les différentes isoformes de TnT résultent de 1’épissage alternatif de la région
NH;-terminale de la protéine (figure 7). Ainsi, chez le rat, le géne codant pour la TnT rapide

peut potentiellement donner 124 isoformes (Briggs et Schachat, 1993 ; Morgan et coll., 1993).
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Figure 7 : Représentation de la séquence polypeptidique de la TnT de lapin (d’aprés Perry,
1998).
Les régions variables générées par €pissage alternatif de I’ARN messager sont
hachurées. Les régions de la molécule impliquées dans les liaisons avec les autres
protéines du filament fin sont indiquées en gras. En pointillés est représentée la
région COOH-terminale d’environ 100 acides aminés retrouvée uniquement dans
certaines isoformes de TnT de muscle squelettiques d’invertébrés. CB1, CB1’ et
CB2 : peptides obtenus par clivage au bromure de cyanogéne, T1 et T2 sont les
fragments obtenus par clivage a la chymotrypsine de la TnT 2f de lapin.
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Par ailleurs, il a également ét€ montré que la région COOH-terminale de la protéine pouvait
donner deux isoformes: I’isoforme B exprimée durant le développement et 1’isoforme o
présente dans les muscles adultes (Medford et coll,, 1984). Enfin, un nombre limité
d’isoformes lentes a été décrit. Celui-ci est dii & un nombre plus faible d’exons présents dans
la région NH,-terminale de la protéine.

Malgré le nombre important d’isoformes rapides possibles, seules 4 isoformes
majeures : TnT 1f, TnT 2f, TnT 3f et TnT 4f et 2 isoformes mineures : TnT 5f et TnT 6f ont
été identifiées dans les muscles de mammiféres. Les isoformes lentes sont la TnT 1s et la
TnT 2s (Hértner et coll., 1989 ; Schmitt et Pette, 1988).

ii) la troponine C (TnC)

La troponine C, de poids moléculaire d’environ 18 kDa, est la protéine
responsable de la fixation du calcium. Cette fixation du calcium sur la TnC va augmenter
’interaction de la TnC avec la Tnl et diminuer celle entre la Tnl et 1’actine. Le complexe
tropomyosine/troponines bascule alors vers le centre du filament d’actine libérant le site de
fixation de la myosine & 1’actine, et rendant possible la création de ponts entre I’actine et la
myosine (figure 8).

La TnC appartient a la famille des protéines fixatrices du calcium de type EF-
hand. Il existe deux isoformes de TnC dans les muscles squelettiques, I’isoforme rapide et
I’isoforme lente. Cette derniére est également exprimée dans le muscle cardiaque. Ces deux
isoformes sont codées par deux génes distincts issus d’'un méme gene (Parmacek et Leiden,
1991). Chaque isoforme possede 4 sites (I-IV) de type hélice-boucle-hélice pouvant fixer le
calcium. Toutefois, I’isoforme lente/cardiaque a son site I inactif. En effet, une substitution de
nucléotides dans la région du géne de la TnC lente codant pour ce site le rend non fonctionnel
(Holroyde et coll., 1980 ; Jonhson et coll., 1980). Les sites I et II, situés dans la partie NH,-
terminale de la protéine (figure 9) possédent une faible affinité et une forte spécificité pour le
calcium (KCa = 10° M) et sont responsables de la régulation de la contraction musculaire.
Les sites III et IV, situés dans la partie COOH-terminale de la protéine (figure 9) possédent
une trés forte affinité et une faible spécificité pour le calcium (KCa = 10> M™). Iis sont dans
les conditions physiologiques constamment occupés par un ion calcium ou magnésium et

jouent un réle structural (Grabarek et coll., 1992 ; Li et coll., 1995).



(on state)

C-TnC

Calcium
Actin
Tropomyosin
Troponin C
Troponin I

Troponin T

Figure 8 : Représentation de I’interaction entre les différentes sous-unités régulatrices du

filament fin en absence (off state) ou en présence (on state) de calcium (d’apres
Reinach et coll., 1997).
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Figure 9 : Représentation en ruban de la chaine polypeptidique de la troponine C (d’apres
Herzberg et James, 1985). Les sites fixateurs de calcium sont numérotés de I a IV.
La partie NH,-terminale, avec les sites I et II, est le domaine qui fixe le calcium et
est responsable de la régulation de la contraction. La partie COOH-terminale, avec
les sites III et IV, est constamment occupée par un ion calcium ou magnésium et
joue un role structural.
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iii) la troponine I (Tnl)

La troponine I, posséde un poids moléculaire compris entre 21 et 23 kDa. Elle est
fixée a ’actine, a la TnC et a la TnT. Elle inhibe I’interaction entre 1’actine et la myosine et
par conséquent l’activité ATPasique du complexe actomyosine. Trois isoformes ont été
décrites dans les muscles strié€s : la Tnl rapide, la Tnl lente et la Tnl cardiaque (Hértner et
Pette, 1990). Ces trois isoformes différent par leur extrémité NH,-terminale, alors que leur

partie COOH-terminale présente un fort degré d’homologie.

3 - Association préférentielle de certaines protéines contractiles et régulatrices

Les travaux du groupe de Schachat (Moore et coll., 1987 ; Schachat et coll., 1985a,
1985b) ont révélé l'existence d’un continuum d’expression des différentes isoformes de
troponine et de tropomyosine, avec une tendance pour des combinaisons préférentielles de
certaines isoformes de TnT et de tropomyosine dans différentes fibres (Pette et Staron, 1990 ;
Schiaffino et Reggiani, 1996). On trouve ainsi, d’'une part ’association préférentielle de la
TnT 2f avec I’homodimére a/a de la tropomyosine et d’autre part, I’association préférentielle
de la TnT 3f avec ’homodimeére B/ ou I’hétérodymeére o/B de la tropomyosine. De plus, une
expression préférentielle de certaines isoformes de TnT avec des isoformes particuliéres de
MHC a été soulignée (figure 10) : TnT 2f avec la MHC IIB, TnT 3f avec la MHC IIA, TnT 3f
et TnT 4f avec la MHC IID(X) et la TnT 1s avec la MHC I (Schmitt et Pette, 1990).

Cette association préférentielle de certaines isoformes de protéines contractiles et
régulatrices, permet de dresser un schéma global de distribution avec a ’'une extrémité, les
fibres de type IIB exprimant préférentiellement la MLC 3f, la TnT 2f et I’homodimére o/a de
tropomyosine. A Dautre extrémité, on trouve les fibres de type IIA exprimant
préférentiellement la TnT 3f et ’hétérodimeére a/p de tropomyosine. Entre ces 2 types de
fibres, on retrouve un continuum de co-expression des différentes isoformes des protéines
contractiles et régulatrices qui donne naissance a4 une multitude de types de fibres
musculaires, permettant au muscle de répondre a différentes fonctions (Pette et Staron, 1990 ;
Schiaffino et Reggiani, 1996).
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Figure 10 : Illustration schématique de 1’expression préférentielle des isoformes de troponine
T (TnT) avec certaines isoformes des chaines lourdes de myosine (MHC) dans des

fibres musculaires de lapin (d’aprés Smitt et Pette, 1990).
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4 - Le filament de titine (connectine)

a - Historique

La structure du sarcomére du muscle strié est plus complexe que le modéle a deux
filaments (actine et myosine). Dans la théorie des filaments glissants, Huxley et Hanson
(1954) ont proposé la présence d’un filament élastique appelé filament S, liant les extrémités
libres des filaments d’actine dans le sarcomére. Toutefois, ce filament élastique ne fiit pas
retenu dans le développement du modéle de la contraction musculaire. Plus tard, Sjostrand
(1962) observa de trés fins filaments appelés "gap-filaments" a la jonction des filaments
d’actine et de myosine quand le muscle était étiré au-dela du recouvrement des filaments fins
et épais. Le groupe de Maruyama et Natori s’investit dans 1’étude de cette nouvelle protéine,
et la nomma connectine (Maruyama et coll., 1977). L’analyse électrophorétique sur muscle
squelettique de poulet révéla une bande en doublet de trés haut poids moléculaire (= 1000
kDa) qui fut nommée titine (Wang et coll., 1979). En 1984, Maruyama et coll. estimérent la
masse moléculaire de cette protéine & 2800 kDa, mais personne, a part quelques pionniers, ne
crut & ’existence d’une protéine ayant un tel poids moléculaire. L’amélioration des techniques
de microscopie électronique et électrophorétique, a largement contribué a 1’acceptation de
I’idée d’un troisiéme filament majeur dans le sarcomére des muscles stri€s squelettiques et, a
la mise en évidence de cette nouvelle protéine myofibrillaire géante qu’est la titine ou

connectine.

b - Structure

La titine est une protéine sarcomérique filamenteuse qui s’étend de la strie Z a la ligne
M (Fiirst et coll., 1988) dans chaque demi sarcomére (figure 11). La partie NH>-terminale de
la molécule est localisée dans la strie Z et la partie COOH-terminale dans la ligne M. Son
poids moléculaire d’environ 3 MDa (Maruyama et coll., 1977) en fait le polypeptide le plus
grand décrit & ce jour. La molécule de titine est composée & 90 % par la répétition de
domaines de type fibronectine III (FN3) appelés motif I et de domaines de type
immunoglobuline (Ig) appelés motif II (Labeit et Kolmerer, 1995). Ces domaines sont repliés
en domaines globulaires composés de 7 feuillets B anti-paralleles (Leahy et coll., 1992 ; Pfithl
et Pastore, 1995 ; Politou et coll., 1995).
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Figure 11 : Illustration de 1’organisation de la molécule de titine au niveau du sarcomére
(d’apres Labeit et Kolmerer, 1995).
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Dans la bande I, on trouve tout d’abord un segment constitué par la répétition de
domaines de type Ig, suivie d’un inter-domaine au niveau de la ligne N2. Ensuite, il y a un
domaine unique riche en acides aminés proline (P), glutamate (E), valine (V) et lysine (K)
nommé PEVK (Labeit et Kolmerer, 1995), flanqué d’un autre segment constitué de domaines
de type Ig (figure 11).

Dans la bande A, on trouve quatre zones (figure 11) dans lesquelles les domaines de
motifs I et II sont arrangés en super-domaines :

- lazoneD(II-I-1-1I-1-1I-1)6

- lazoneC(I-I-1-1I-1-1-1-1I-1-1I-1)11

- lazoneP(I-II-1-1-1II-1I-I- domaine kinase)

- laligne M comprenant 10 motifs de type II et 7 inter-domaines.

Dans la zone C, ’arrangement régulier des 11 super-domaines correspond a une
périodicité de 43 nm et suit le pas de I’hélice du filament épais (Labeit et coll., 1992). Cette
périodicité définit des zones de liaison entre la titine et la myosine par I’intermédiaire de
protéines appartenant a la famille des protéines se fixant a la myosine telles que la protéine C
(135 kDa) et la protéine H (74 kDa) (Itoh et coll., 1988 ; Soteriou et coll., 1993).

Dans la zone P, le domaine kinase est de type MLCK (myosine light chain kinase). Il a
été suggéré que ce domaine pourrait agir comme une kinase du fait de I’autophosphorylation
de la titine en présence d’ ATP (Takano-Ohmuro et coll., 1992) et qu’il serait actif au cours du
développement musculaire (Mayans et coll., 1998). Par ailleurs, plusieurs sites phosphorylés
ont été trouvés dans les parties NH, et COOH-terminales de la molécule (Labeit et Kolmerer,
1995).

Les extrémités NH, et COOH-terminales de la titine sont uniquement composées de
domaines Ig espacés par des séquences uniques (Gregorio et coll., 1999). Par ailleurs, celles-
ci possedent des sites de fixation pour de nombreuses protéines myofibrillaires telles que 1’
actinine et la téléthonine dans la strie Z, ainsi que pour la myomésine et la protéine M dans la
bande M (Gregorio et coll., 1999).
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c - Expression différentielle dans les muscles cardiaques et squelettiques
Utilisant la technique électrophorétique sur gel SDS, Hu et coll. (1986) ont mis en

évidence différentes isoformes de titine dans les muscles striés squelettiques et cardiaques de
vertébrés. L’avénement des techniques de biologie moléculaire a permis a Labeit et Kolmerer
(1995) de proposer que les isoformes de titine étaient probablement générées par épissage
alternatif. Ainsi, pour les isoformes de titine de muscle cardiaque, deux types de régions au
niveau de la ligne N2 existent (N2-A et N2-B) qui different par la taille du segment N2
présent avant la région PEVK (figure 12). Dans le muscle squelettique, I’isoforme de titine
présente 53 motifs de type Ig supplémentaires juste avant le segment N2 et un segment PEVK
plus grand. La masse moléculaire de la titine varie alors en fonction du muscle, elle est de
2993 kDa pour le muscle cardiaque et de 3700 kDa pour le muscle soleus humain (Labeit et
Kolmerer, 1995 ; Labeit et coll., 1997 ; Maruyama, 1997). Par ailleurs, il a été montré
récemment que la partie COOH-terminale du domaine PEVK était trés conservée au sein des
vertébrés, alors que la partie NH,-terminale était variable (Witt et coll., 1998). De plus, il
apparait que les domaines Ig situés dans la bande I de la molécule de titine seraient arrangés
en sous groupes tissus spécifiques (Witt et coll., 1998).

La découverte dans la molécule de titine de sites spécifiques pour la protéase p94 de
type calpaine (Sorimachi et coll., 1995), pourrait étre importante pour la compréhension du
processus de dégradation/régénération de la protéine, d’autant plus que cette protéase est
exclusivement exprimée dans les tissus musculaires. Le premier site (figure 13) est localisé
dans la région centrale de la portion de titine située dans la bande I. Le clivage de la titine a
cet endroit par la protéase p94 pourrait expliquer pourquoi la titine est trés facilement
dégradée en titine dite T2 (ou B-connectine) (Maruyama, 1994). Ce fragment T2 pourrait étre
un produit de dégradation physiologique généré au cours du "turn-over" myofibrillaire (Labeit
et coll., 1997). Le deuxieéme site d’action de la protéase p94 est localisé dans la partie COOH-
terminale de la titine (figure 13), au niveau de son insertion dans la ligne M et serait tissu
spécifique (Kolmerer et coll., 1996). Le role de ces deux sites dans la molécule de titine n’est

actuellement pas défini.
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Figure 12 : Schéma de la structure de la titine et des différentes isoformes issues de 1’épissage

alternatif de la portion de la molécule comprise dans la bande I (d’aprés Labeit et
Kolmerer, 1995).
Dans le muscle cardiaque, deux isoformes différentes peuvent étre générées par
épissage alternatif (voies 1a et 1b). Celles-ci different par la taille des domaines N2
et PEVK, ce dernier ne comporte que 163 résidus pour 1’isoforme N2-B. Le muscle
squelettique présente également deux voies d’épissage alternatif variables (2 et 3).
La voie 2 est trouvée pour les muscles soleus et diaphragme humains. Elle est
caractérisée par la présence additionnelle de 53 domaines Ig qui sont absents dans
I’isoforme cardiaque et d’une séquence PEVK de 2174 résidus. La voie 3 est
observée pour le muscle psoas et présente I’exclusion de quelques domaines Ig et
un segment PEVK plus court.
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Figure 13 : Architecture de la molécule de titine de soleus humain (3.7 MD). Les différents
domaines de la molécule sont représentés a partir de I’ARN messager (100-kb)
(d’apres Labeit et coll., 1997).
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d - Role structural de la titine

Les récents progrés dans 1’étude de la titine, ont permis de révéler les propriétés
physiologiques de cette protéine dans la structure et la fonction du muscle strié. Il a ainsi été
montré que ce troisiéme filament, additionnel aux filaments d’actine et de myosine, possédait
des propriétés élastiques. Nous aborderons plus loin dans le chapitre des propriétés
mécaniques (paragraphe II-D) la relation entre cette caractéristique €lastique de la titine et son
r6le dans le développement d’une tension passive.

En outre, le filament de titine posséde un rdle structural important. Il est essentiel au
maintien de 1’organisation radiale et axiale du filament épais dans le sarcomére, nécessaire au
bon développement de la tension active (Higuchi, 1992 ; Horowits et coll., 1986). La
molécule de titine maintient donc le filament épais au centre du sarcomeére dans les fibres au
repos et permet également son replacement central apres chaque activation, évitant ainsi toute
dissymétrie lors d’activations prolongées ou répétées (Horowits et Podolsky, 1988).

Par ailleurs, il semblerait que la titine joue un réle important lors de la formation des
fibres musculaires. En effet, celle-ci définirait la position des autres protéines sarcomériques
en leur fournissant des sites de fixation spécifiques dans 1’espace et dans le temps
(Maruyama, 1997 ; Trinick, 1994, 1996). 1l a ainsi ét¢ montré que la titine était 1’'une des
premiéres protéines sarcomériques synthétisées dans les stries Z lors de la formation des
myofibrilles (Fiirst et coll., 1989 ; Lin et coll.,, 1994; Wang et coll, 1988). De plus,
I’élongation de la molécule de titine dans les sarcoméres naissants commence avec
I’assemblage de la partie NH,-terminale dans les stries Z, puis s’étend vers la partie COOH-
terminale localisée dans la ligne M (Fiirst et coll., 1989 ; Van der Loop et coll., 1996).
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II - PROPRIETES MECANIQUES DE LA FIBRE MUSCULAIRE SQUELETTIQUE

L’existence d’un grand nombre d’isoformes de protéines contractiles, de méme que la
possibilité de co-expression de différentes isoformes au sein d’une méme fibre, donne une
grande variété de types de fibres musculaires possédant des propriétés mécaniques propres
(Pette et Staron, 1990 ; Schiaffino et Reggiani, 1996). La modélisation du comportement
mécanique de la fibre musculaire permet d’en déduire ses caractéristiques physiologiques.
C’est ainsi que le modéle musculaire présenté par Hill (1938) puis modifié par Shorten
(1987), propose que le muscle soit assimilé & un modéle a trois composantes: une
composante purement contractile (CC), une composante élastique paralléle (CEP) et une
composante élastique série (CES) (figure 14).

La composante contractile est localisée au niveau du sarcomere, elle représente le
processus générateur de tension et correspond anatomiquement aux ponts actine-myosine.

La composante élastique série est 1’élément de transmission de la force contractile.
Elle lie la composante contractile a la périphérie. Elle comprend une partie passive localisée
dans les structures tendineuses et une partie active située au niveau des ponts actine-myosine,
plus particuliérement dans le fragment S2 reliant la téte S1 & la queue de la myosine (Bressler
et Clinch, 1975 ; Jewell et Wilkie, 1958).

La composante élastique paralléle rend compte des propriétés élastiques du muscle a
1’état de repos. Cette composante est traditionnellement localisée au niveau du sarcolemme et
du tissu conjonctif (Borg et Caulfield, 1980). Elle correspond également & I’interaction
résiduelle entre ’actine et la myosine sur le muscle au repos (Hill, 1968) et & certains
polypeptides tels que la titine.

Ce modele a trois composantes reste encore aujourd’hui le modéle le plus
fréquemment utilisé¢ pour rendre compte des propriétés contractiles mais aussi €lastiques du

muscle strié.
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Figure 14 : Modeéle musculaire a trois composantes (d’aprés Shorten, 1987).

CC : composante contractile.
CES : composante élastique série.
CEP : composante élastique paralléle.
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A - LA CONTRACTION MUSCULAIRE

La création de la force musculaire provient de la propriété de la composante
contractile & transformer 1’énergie chimique en énergie mécanique. D’aprés la théorie
d’Huxley (1957), la contraction musculaire résulte du glissement du filament fin par rapport
au filament épais (théorie des filaments glissants), dii a la création cyclique de ponts d’union
entre I’actine et la myosine.

La contraction musculaire est sous le controle direct des protéines régulatrices
(tropomyosine et troponines) sensibles aux variations de concentration du calcium
intracellulaire. Lorsque la fibre est au repos, le taux de calcium intracellulaire est trés bas
([Ca] = 107 M) et le complexe tropomyosine/troponines masque par la troponine I le site de
fixation de la myosine a I’actine (figure 15). Quand la concentration de calcium intracellulaire
augmente ([Ca] = 10° M), 1a troponine C fixe le calcium et induit une diminution de I’affinité
de la troponine I pour 1’actine et renforce la liaison entre les trois sous-unités de la troponine.
Ceci va provoquer un changement de conformation du complexe tropomyosine/troponines qui
va basculer dans la gorge formée par le double filament d’actine et libérer ainsi le site de
fixation de la myosine a I’actine (figure 15). Les cycles d’attachement/détachement de la
myosine & I’actine vont pouvoir avoir lieu grace a I’hydrolyse d’une molécule d’ATP par

cycle.
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Figure 15: Mod¢le de régulation de la contraction musculaire (d’aprés El-Saleh et coll.,
1986). Au repos ([Ca] = 107 M) le site de fixation de la myosine (HMM) a
’actine (A) est masqué par les protéines régulatrices qui sont la tropomyosine
(TM) et les troponines (Tn). Suite & I’augmentation de la concentration interne
de calcium ([Ca]= 10” M), la troponine C fixe le calcium et le complexe
tropomyosine/troponines bascule dans la gorge formée par le double filament
d’actine et libére ainsi le site de fixation de la myosine a I’actine.
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Chaque cycle, résumé a la figure 16, comporte les étapes suivantes :

(1) Latéte S1 de la myosine posséde une forte affinité pour I’actine. Suite a la fixation
du calcium sur la TnC, le site de fixation sur I’actine est libéré. La téte S1 de la

myosine s’y fixe en formant un angle de 90°.

(2) Libération de I’énergie d’hydrolyse de I’ATP et rotation de la téte S1 de myosine
suivant un angle de 45°. Ceci provoque le déplacement du filament fin par rapport

au filament épais de I’ordre de 10 nm.

(3) Une nouvelle molécule d’ATP vient se fixer sur la té€te de myosine, ce qui diminue
’affinité de I’actine pour la myosine et permet la rupture de la liaison actine-

myosine.

(4) L’hydrolyse de I’ATP en ADP + Pi permet de repositionner la téte S1 de myosine

(angle de 90°) et un nouveau cycle recommence.

La molécule d’ATP hydrolysée par I’activité ATPasique portée par la téte S1 de la
myosine, constitue la source d’énergie immédiate pour la contraction musculaire. Cette source
d’énergie est régénérée soit par la dégradation de la créatine phosphate (créatine phosphate +
ADP + Pi — créatine + ATP, réaction catalysée par la créatine phosphokinase), soit par

I’intermédiaire de la glycolyse ou de la glycogeénolyse.
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Figure 16 : Représentation schématique d’un cycle d’attachement-détachement des ponts
actine-myosine lors de la contraction (d’aprés Lymn et Taylor, 1971).
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B - VITESSE MAXIMALE DE RACCOURCISSEMENT (V)

Une méthode simple pour déterminer la vitesse maximale de raccourcissement des
myofilaments (V) sur fibre isolée a été développée par Edman (1979). Cette méthode, ou
"slack test", consiste & appliquer sur une fibre en contraction isométrique maximale (P) une
série de détentes rapides d’amplitudes variables (AL) induisant 1’annulation de la tension Py.
On mesure alors le temps nécessaire (At) pour que la fibre re-développe une tension. Ainsi,
pendant la valeur de temps At, on peut admettre que la fibre se raccourcit contre une charge
nulle. La représentation graphique de 1’évolution de AL en fonction de At est une droite dont
la pente représente V, vitesse de raccourcissement sans charge (figure 17-A). Sur fibre isolée,
Edman (1979) a montré que V) était peu différente de Vmax calculée & partir de la relation
force-vitesse proposée par Hill (1970).

La vitesse maximale de raccourcissement des myofilaments étant fonction de 1’activité
ATPasique de la téte de myosine (Barany, 1967), la grande hétérogénéité de cette protéine
contractile doit entrainer des différences de V, tant sur muscle entier que sur fibre. Il a ainsi
¢été montré que le type de MHC exprimée dans une fibre est corrélé a la valeur de Vy (Reiser
et coll., 1985). Les fibres lentes de type I ont une Vj plus faible que les fibres de type rapide
exprimant soit la MHC IIA, soit la MHC IIB (Larsson et Moss, 1993 ; Rome et coll., 1990 ;
Sweeney et coll., 1988). Par ailleurs, Bottinelli et coll. (1991) ont montré a partir de la
relation force-vitesse que la valeur de Vmax diminue en fonction du type de MHC rapide
présent dans la fibre suivant I’ordre : Vmax, MHC IIB > Vmax, MHC IID(X) > Vmax, MHC
ITIA. Toutefois, ces auteurs ont décrit que les valeurs de Vmax se recouvraient et s’étalaient
sur une large gamme. Ce résultat peut s’expliquer par la co-existence de différentes isoformes
de MHC dans une méme fibre (Bottinelli et coll., 1994a; Reiser et coll., 1985, 1988).
Cependant, une telle variabilité des valeurs de V, pour les fibres de type rapide a été retrouvée

pour des fibres n’exprimant qu’une seule isoforme de MHC (Bottinelli et coll., 1994b).
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Méthode de mesure de la vitesse maximale de raccourcissement (Vo) par la

méthode du slack test.

Relations entre la valeur de Vo et la composition en chaines légeres
essentielles de myosine (MLC 3f), pour des fibres rapides ne contenant
qu’une seule isoforme de chaines lourdes de myosine (IIA, IID(X) ou IIB)
(d’aprés Bottinelli et coll., 1994b).
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Une autre interprétation pour expliquer le phénoméne de variabilité de V, pour les
fibres rapides, est de considérer une contribution des chaines légéres de myosine a la
modulation de V. Une étude menée sur fibre isolée par Bottinelli et coll. (1994b) a décrit
I’influence de la proportion relative des chaines légeres essentielles rapides (MLC 1f et
MLC 3f) sur la valeur de Vi, en ne considérant que les fibres de type rapide ne contenant
qu’une seule isoforme de MHC (IIA, IID(X) ou IIB). Ces auteurs ont ainsi pu montrer que
pour les fibres de type rapide, Vy était proportionnelle au contenu relatif en MLC 3f, lui-
méme trouvé plus important dans les fibres exprimant la MHC IIB que dans les fibres
contenant la MHC IID(X) ou la MHC IIA (figure 17-B). Quant au réle joué par les chaines
légéres régulatrices, leur intervention est admise depuis les travaux de Larson et Moss (1993).
Ces auteurs ont en effet montré que des fibres humaines exprimant la MHC IIA et
uniquement la MLC 2f avaient des valeurs de Vmax supérieures a celles de fibres de méme
type exprimant a la fois la MLC 2f et la MLC 2s.

D’autres protéines myofibrillaires seraient également susceptibles de moduler V.
C’est le cas de 1a troponine T (TnT), impliquée dans le processus d’activation par le calcium
des fibres musculaires (Ebashi, 1980) et présentant une grande diversité moléculaire (Pette et
Staron, 1990 ; Schiaffino, 1996). Greaser et coll. (1988) ont ainsi montré sur fibres pelées de

lapin une étroite corrélation entre la valeur de Vy et le type d’isoforme de TnT exprimé.

C - ELASTICITE INSTANTANEE. PROPRIETES ELASTIQUES DE LA CES

L’étude des propriétés élastiques de la CES, se fait en réalisant sur une fibre
maintenue en contraction isométrique maximale, une série de détentes rapides d’amplitude
contrblée. Lors de 1’activation, la composante contractile se raccourcit et étire la CES. Les
variations de longueurs appliquées a la fibre ont pour effet une chute brutale de la tension, qui
n’est attribuable qu’a la détente de la CES dans la mesure ot la fibre reste contractée de fagon
maximale. Les mesures étant réalisées dans le domaine des extensions négatives, c’est-a-dire
en détente, les résultats sont de ce fait représentés sous la forme de relations Tension/détente.
Sur une fibre isolée et pelée, la CES est essentiellement composée de la fraction active

localisée dans le segment S2 (modéle de Shorten).
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En appliquant des perturbations de longueurs trés rapides & une fibre musculaire isolée
de grenouille et tétanisée a4 0°C, Huxley et Simmons (1971) puis Ford et coll. (1977) ont
proposé une description et une interprétation des variations transitoires de tension

consécutives a la variation de longueur de la fibre.

La figure 18-A reprend les différentes phases de la relation Tension/détente :

- la phase I : elle correspond a la variation de tension en réponse a la variation de
longueur. La tension la plus basse alors atteinte est appelée T, et est une fonction linéaire de
I’amplitude de la perturbation appliquée. Cette élasticité instantanée est caractérisée par une
valeur de raideur donnée par la pente de la relation Tension/détente. L’intersection de la
relation Tension/détente avec 1’axe des abscisses permet de mesurer la valeur maximale du
reldchement nécessaire pour annuler la tension (figure 18-B).

On peut remarquer que pour des détentes d’amplitude importante, les valeurs
expérimentales de T, sont généralement plus élevées que prévu (figure 18-B). Ceciestdiia la
résolution limitée de I’appareillage utilisé et au fait que la mesure est réalisée alors que le
début de la phase 2 est amorcée. Pour cette raison, 1’élasticité instantanée est étudiée en
appliquant des variations de longueurs d’amplitudes modérées et la CES est caractérisée par
la valeur de sa compliance (inverse de la raideur), donnée par I’intersection avec I’axe des
abscisses du prolongement de la partie linéaire de la relation Tension/détente (courbe

théorique).

- la phase 2 : elle correspond au re-développement rapide de la tension, le niveau

de tension atteint a la fin de cette phase est appelée T-.

- la phase 3 : elle correspond & un maintien en plateau de la tension T ; elle est
suivie par une augmentation de la tension qui retourne progressivement a sa valeur

isométrique maximale.

Huxley et Simmons (1971) ont proposé un modéle pour expliquer ces différentes
phases (figure 18-C). Ainsi, lors d’une détente rapide la phase T; est attribuée a I’élasticité
instantanée du fragment S2 de la téte de myosine, alors que la phase T, est liée a la rotation de

la téte S1 qui va ré-étirer le fragment S2.
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Figure 18 : A : Schématisation de la variation de tension suite & une détente rapide de la fibre

durant le plateau tétanique. Ty : tension tétanique, T, : tension atteinte a la fin
de la détente, T, : tension atteinte aprés la phase de re-développement rapide de
la tension.

: Evolution des valeurs normalisées de T et T en fonction de I’amplitude de la
détente. La droite en pointillés représente la courbe Tension/détente théorique ;
Pintersection de cette droite avec 1’axe des abscisses donne la valeur de
compliance moyenne de la composante €élastique série de la fibre (d’aprés Ford
et coll., 1977).

: Modélisation de la détente rapide au niveau des ponts actine-myosine. S1 téte
de la molécule de myosine, S2 élément €lastique. 1 : position moyenne d’un
pont durant la contraction tétanique. 2 : durant la détente rapide, 1’élément S2
est détendu (phase T)). 3 : suite a la détente rapide, la té€te S1 pivote et re-étire
I’élément élastique S2 (phase T,) (d’aprés Huxley et Simmons, 1971).
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L’éventualité d’une différence de compliance de la CES selon le type de fibre
musculaire est a envisager. Dés 1965, Wells a montré sur le rat que la CES d’un muscle lent,
le soleus, est a force égale plus raide que celle d’un muscle rapide, le jambier antérieur.
Toutefois, sur muscle entier, le réle joué par la fraction tendineuse n’est pas négligeable et
une explication en terme de différence de longueur de tendon (Close, 1972) n’est pas a
exclure. Plus tard, Bosco et coll. (1982) ont suggéré que les fibres de types I et II présentent
des propriétés élastiques différentes de leur CES pour expliquer le fait que le vastus lateralis
de sujets humains, riche en fibres de type II, peut emmagasiner une plus grande quantité
d’énergie potentielle au cours de sauts verticaux. Par ailleurs, quelques données relatives a
I’expérimentation animale vont dans le sens d’une différence d’élasticité de la CES selon le
type de fibre musculaire. Ainsi, Kawai et Schachat (1984) ont montré par analyse sinusoidale
un comportement €lastique différent entre des fibres musculaires de lapin de type lent et
rapide. De plus, d’autres auteurs ont montré que ’augmentation de raideur du soleus de rat est
associée a une augmentation de la proportion de fibres de type I, alors qu’a I’inverse une
diminution de la raideur est associée & une augmentation de la proportion de fibres de type II
(Goubel et Marini, 1987 ; Pousson et coll., 1991).

Cependant, a I’heure actuelle, trés peu de données sont disponibles concernant
I’analyse des structures élastiques de fibres musculaires isolées associée a leur composition en
MHC, a I’exception des travaux récents de Galler et coll. (1996) et de Galler et Hilber (1998).
En appliquant des détentes rapides sur des fibres pelées de rat, ces auteurs n’ont montré
aucune différence de propriété élastique entre des fibres musculaires lentes et rapides. De tels
résultats aménent & interpréter avec prudence les relations Tension/détente, en tenant compte

des différentes conditions expérimentales utilisées.
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D - ELASTICITE PASSIVE. PROPRIETES ELASTIQUES DE LA TITINE

La détermination des propriétés élastiques passives d’une fibre musculaire isolée se
fait en étudiant la relation entre la tension passive et la longueur de sarcomere en conditions
de repos. Dans cette situation, des deux composantes élastiques (voir le modele de Shorten),
seule la CEP est sollicitée puisque la composante contractile est supposée n’offrir aucune
résistance a I’étirement. Sur fibre musculaire isolée et pelée, les fractions de la CEP localisées
dans le tissu conjonctif et le sarcolemme sont absentes et le comportement élastique de la

fibre ne peut étre attribué qu’aux propriétés élastiques de la titine.

1 - Mise en évidence des propriétés élastiques de la titine

Le role joué par la molécule de la titine au sein du sarcomere a ét€ mis en évidence
grace a de nombreux travaux. Ainsi, des expériences de dégradation de cette protéine soit par
irradiation soit par clivage enzymatique ou son extraction, ont été montrées comme diminuant
fortement le niveau de tension passive généré par les fibres musculaires (Funatsu et coll.,
1990 ; Granzier et Irwing, 1995 ; Horowits et coll., 1986 ; Salviati et coll., 1990). Des
expériences de section pratiquées a la jonction des bandes A et I du sarcomére ont clairement
montré en microscopie électronique (Trombitas et coll., 1993) la rétraction de la titine jusqu’a
la ligne N; (voir figure 11). De plus, ’observation lors d’un étirement des sarcoméres, de la
mobilité de certains sites de la titine marqués par des anticorps monoclonaux, a permis de
déterminer d’une part ’organisation de la titine au sein des sarcomeéres et d’autre part,
d’identifier dans la protéine des régions possédant des propriétés élastiques distinctes.

Le résultat d’une telle étude est représenté a la figure 19-A. La position de 1’épitope
marqué par ’anticorps SM1 voit sa position changer par rapport a la ligne Z (cercle évidé) et
par rapport 4 I’extrémité de la bande A (cercle plein), en fonction de la longueur de
sarcomére. Cette observation est en accord avec I’hypothése qu’un élément €lastique fixé a la
ligne Z relie I’extrémité des filaments épais de myosine (Horowits et coll., 1989). La figure
19-B illustre un récapitulatif des principaux anticorps monoclonaux et de leurs épitopes le
long de la molécule de titine, mis en évidence par différents auteurs. Les résultats de ces
travaux montrent clairement que la titine s’étend de la strie Z a la ligne M et qu’elle est liée au
filament épais dans la bande A. La région de la molécule comprise dans la bande I sert de lien

élastique entre la strie Z et 1a bande A.
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Figure 19 : A : Distance entre 1’épitope marqué par I’anticorps SM1 et la ligne Z (o), ou
Pextrémité de la bande A (o), en fonction de la longueur de sarcomére

(d’aprés Horowits et coll., 1989).

B : Représentation schématique d’un sarcomére et de la position des épitopes de

différents anticorps anti-titine issus de diverses sources bibliographiques

(d’apres Horowits, 1999).
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2 - Etirement de la molécule de titine et relation Tension passive/longueur de
sarcomeére

Les travaux de Wang et coll. (1991, 1993) sur différents types de fibres musculaires,
ont permis de préciser la relation entre le niveau de tension passive développé et la longueur
de sarcomére. En utilisant I’anticorps RT13, ces auteurs ont montré que lorsque le sarcomeére
est étiré, la distance qui sépare cet épitope situé & proximité du milieu de la bande I (voir
figure 19-B) par rapport a la ligne Z augmente. Toutefois, pour des longueurs de sarcomére
extremes la pente de cette relation chute. Ainsi, la relation Tension passive/longueur de
sarcomere a €té divisée en 4 phases (figure 20), qui traduisent le comportement de la molécule
de titine en fonction de son étirement. Dans ce modéle, la portion de la molécule comprise

dans la bande I présente un comportement élastique non linéaire :

- la phase I: elle correspond au développement d’un niveau de tension passive nul
ou faible, suite a I’étirement de la fibre a partir de sa longueur de sarcomére au
repos "au slack" (SLo). L étirement de la molécule de titine fortement repliée sur

elle-méme ne produit pas d’augmentation de longueur de celle-ci.

- la phase II : 2 partir d’un point nommé SL., le niveau de tension passive généré
augmente de manicre exponentielle avec 1’étirement de la fibre. Cette seconde

phase correspond a I’élongation de la molécule de titine proprement dite.

- la phase III : on observe une rupture de 1’augmentation exponentielle de la tension
passive, c’est le point SLy. Le segment de titine compris dans la bande I est
complétement étiré. Tout relachement de la fibre avant ce point produit un retour

de la titine a sa longueur initiale.

- la phase IV: au-dela du point SLy, tout étirement de la fibre sollicite le
recrutement d’une partie de la titine comprise dans la bande A et liée a la myosine.
Ceci s’accompagne par des changements irréversibles au niveau du filament de

titine ainsi que d’une désorganisation au niveau des sarcoméres.
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Figure 20 : Schéma représentant les différentes phases de la relation Tension passive/longueur
de sarcomére en fonction de I’étirement de la molécule de titine. L’étirement
progressif de la titine & partir de la longueur de sarcomeére au repos "au slack"
(SLo) jusqu’au point SL. ne génére pratiquement pas de tension passive (phase I).
A partir du point SL, ’extension linéaire de la titine entraine une augmentation
exponentielle de la tension passive (phase II) jusqu’au point SLy (phase III). Au-
dela du point Sl, (phase IV), tout nouvel étirement de la titine entraine le
recrutement du segment non extensible lié & la myosine dans la bande A et

provoque une désorganisation irréversible de la structure de la molécule et du
sarcomere (d’aprés Wang et coll., 1991).
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La détermination de Ia séquence en acides aminés de la molécule de titine (Labeit et
Kolmerer, 1995), a permis de décripter au niveau moléculaire le comportement €lastique du
segment de la molécule compris dans la bande I, en fonction des différents domaines
immunoglobuline (Ig) et PEVK (figure 21). A la longueur de sarcomére au repos "au slack”,
les domaines Ig compris dans la bande I sont compactés. Tout étirement de la molécule
provoque alors ’élongation de la chaine polypeptidique composée par ces domaines et
engendre le développement d’un faible niveau de tension passive (Gautel et Goulding, 1996 ;
Granzier et Irving, 1995 ; Linke et coll., 1996 ; Trombitas et coll., 1995). Il a été démontré
que ce faible niveau de tension passive ne pouvait étre provoqué par le propre déploiement
des domaines Ig, ces derniers étant en effet thermodynamiquement stables (Politou et coll.,
1996). Pour des élongations plus importantes (figure 21), c’est I’extension du domaine PEVK
qui est responsable de 1’augmentation exponentielle de la tension passive (Gautel et Goulding,
1996 ; Labeit et Kolmerer, 1995 ; Linke et coll., 1996).

Ainsi, dans les conditions physiologiques, les domaines Ig et PEVK constituent deux
ressorts agissant en série et sont responsables de la génération de tension passive lors de
I’étirement du sarcomére. En outre, il a été également montré pour des élongations extrémes
dans des conditions non physiologiques, que la génération de tension passive peut étre due au

déploiement de chaque domaine Ig (Erickson, 1994 ; Trombitas et coll., 1995).

Des données récentes ont permis la modélisation du comportement élastique de la
titine. En conditions physiologiques cette molécule agit comme un ressort entropique, rendant
compte de I’¢longation des domaines Ig et PEVK partiellement comprimés a la longueur de
sarcomere au repos (Erickson, 1997 ; Kellermayer et coll., 1997 ; Rief et coll., 1997 ;
Tskhovrebova et coll., 1997). Un modéle élastique (WLC : worm like chain) applicable aux
biopolymeéres (Marko et Siggia, 1995) a été proposé pour modéliser les propriétés élastiques
de la titine. Toutefois, ce concept de ressort entropique n’apparait étre un modéle valide que
pour rendre compte de 1’élasticité générée par 1’élongation des domaines Ig (Linke et coll.,
1998a ; Trombitas et coll., 1998). Ainsi, le comportement élastique du domaine PEVK a été
analysé récemment (Linke et coll., 1998b) et assimilé a un ressort enthalpique. Ce demier tire
ses propriétés é€lastiques des interactions électrostatiques et hydrophobiques établies entre les

différents acides aminés composant ce segment (Linke et coll., 1998b).
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Figure 21 : Modé¢le moléculaire de I’extension de la molécule de titine en fonction de la
longueur de sarcomere (d’apres Labeit et coll., 1997).
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Enfin, des travaux viennent de montrer qu’au niveau moléculaire, un domaine autre
que les domaines Ig et PEVK peut également rendre compte des propriétés élastiques de la
molécule de titine (Holmes et coll., 1999). Ces auteurs ont en effet montré que I’isoforme
cardiaque N2-B de titine peut s’étirer d’'une longueur plus importante que ne le permet la
longueur totale de son segment €élastique contenu dans la bande I. IIs en concluent que ce gain
d’extension n’est pas dii au déploiement des domaines Ig, mais plutdt a 1’extension de la
séquence unique N2-B localisée entre le domaine Ig proximal (prés de la partie NH,-terminale
de la titine) et le domaine PEVK (voir figure 12). Ces données viennent d’étre confirmées par
Linke et coll. (1999) qui proposent que I’isoforme de titine cardiaque N2-B est composée de
trois éléments élastiques : les domaines Ig, le domaine PEVK et la séquence N2-B. De plus,
ces auteurs suggerent que le domaine N2-B contient & son extrémité NH,-terminale une
séquence unique qui serait directement ou indirectement impliquée dans la stabilité structurale
du filament fin (Linke et coll., 1999).

3 - Tension passive et isoformes de titine

L’expression de différentes isoformes de titine rend compte des propriétés passives
des fibres provenant de différents muscles squelettiques. Une étude de Wang et coll. (1991) a
comparé les propriétés mécaniques passives aux isoformes de titine de fibres musculaires
issues de six muscles squelettiques différents. Ces auteurs ont pu montrer que les fibres
musculaires qui expriment I’isoforme de titine de plus haut poids moléculaire, développent
des niveaux de tension passive plus faibles et présentent un point de rupture (point SLy) a des
longueurs de sarcomeére plus élevées, que les fibres qui expriment une isoforme de titine de
plus faible poids moléculaire. D’autres équipes ont confirmé le fait que des fibres musculaires
qui expriment la plus petite isoforme de titine, présentent des niveaux de tension passive plus
forts (Granzier et Wang, 1993a ; Horowits, 1992 ; Linke et coll., 1996). Ainsi, les fibres
contenant 1’isoforme cardiaque de titine, qui est la plus petite isoforme de titine rencontrée &
ce jour, développent & méme longueur de sarcomére des niveaux de tension passive beaucoup
plus élevés que les fibres qui expriment les isoformes squelettiques (Granzier et Irwing,
1995 ; Granzier et coll., 1996 ; Linke et coll., 1994, 1996 ; Trombitas et coll; 1995).

En outre, les variations de propriétés passives de fibres contenant différentes isoformes
de titine, peuvent aisément s’expliquer par le fait que celles-ci possédent des régions
extensibles localisées dans la bande I de tailles différentes (Granzier et Irving, 1995 ; Granzier
et coll., 1996 ; Linke et coll., 1996 ; Wang et coll., 1991). Cette variation de longueur des

segments extensibles a d’ailleurs été confirmée par I’analyse des ADNc de titine clonés a
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partir de différents muscles et serait due a des épissages alternatifs variables des domaines

PEVK et Ig entre les différentes isoformes (Labeit et Kolmerer, 1995).

III - PLASTICITE MUSCULAIRE ET CHAINES LOURDES DE MYOSINE

Il est a présent bien établi que les fibres musculaires sont des structures dynamiques
capables de modifier leur composition moléculaire et leurs propriétés contractiles sous
I'influence de différents facteurs comme 1’4ge (développement et vieillissement),
I’innervation, les facteurs de croissance, les hormones, I’activité neuromusculaire et la charge
mécanique imposée. Les chaines lourdes de myosine (MHC) sont des protéines
particulierement adaptées pour étudier les effets de ces différents facteurs sur le muscle. 11
existe en effet une étroite corrélation entre I’isoforme de MHC exprimée et les propriétés
contractiles des fibres musculaires, telles que la force développée et la vitesse maximale de
raccourcissement (Reiser et coll., 1985 ; Wells et coll. 1996). 11 est en outre possible, grice a
des modeéles animaux, de faire varier les effets des différents facteurs influengant la régulation
des MHC. Certains modéles comme I’hypodynamie-hypokinésie ou I’immobilisation platrée,
permettent de réduire I’activité neuromusculaire tout en gardant intacte I’intégrité du systéme
neuromusculaire. Au contraire, lors d’expériences de dénervation ou de section de la moelle,
la commande nerveuse est altérée. Ces perturbations de la fonction neuromusculaire affectent
particuliérement les muscles posturaux tel que le soleus et induisent une atrophie, ainsi qu’une

transformation de ce muscle initialement lent dans le sens lent — rapide.

A - MICROGRAVITE REELLE OU SIMULEE

Les transformations structurales et fonctionnelles observées aprés une période de
microgravité sont maintenant bien connues pour le systéme contractile. En effet, une atrophie
musculaire est observée et est particulierement marquée sur les muscles antigravitaires tels
que le soleus (Oganov et coll., 1980 ; Stevens et coll., 1993 ; Thomason et Booth, 1990).
Ainsi, le muscle soleus de type lent se transforme en un muscle rapide, alors que des muscles
rapides tels que le plantaris, le tibialis anterior, I’extensor digitorum longus ou le
gastrocnemius ne subissent quasiment pas de modification de leur contenu en protéines

contractiles (Baldwin et coll., 1990 ; Diffee et coll., 1991 ; Reiser et coll., 1987 ; Thomason et
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Booth, 1990). Le modéle animal d’hypodynamie-hypokinésie par suspension (Morey, 1979 ;
Musacchia et coll., 1980) permet de reproduire les modifications structurales et fonctionnelles
du systéme musculaire observées chez I’homme.

De nombreuses études utilisant des techniques histochimiques ont clairement
démontré que le modele de suspension induit dans le muscle soleus une augmentation
progressive du pourcentage de fibres de type II au détriment des fibres de type I
(Desplanches, 1987 ; Diffee et coll., 1991 ; Oishi et coll., 1998 ; Thomason et Booth, 1990),
le nombre total de fibres restant inchangé (Templeton, 1988). Ainsi, différents auteurs ont mis
en évidence une augmentation de 1’expression de la MHC IIA de méme qu’une induction de
I’expression de la MHC IID(X), isoforme jamais exprimée dans le muscle soleus de rat adulte
dans des conditions normales (Campione et coll., 1993 ; Diffee et coll., 1991 ; Fauteck et
kandarian, 1995 ; Leterme et coll., 1994 ; Mc Donald et Fitts, 1993 ; Oishi et coll., 1993,
1994 ; Stevens et coll., 1999 ; Takahashi et coll., 1991 ; Talmadge et coll., 1996). Par ailleurs,
des études ont montré I’apparition de la MHC IIB dans le soleus aprés une période de
microgravité réelle (Allen et coll., 1996 ; Miu et coll., 1990 ; Staron et coll., 1998 ; Talmadge
et coll., 1996), ou simulée lors d’une période de suspension (Caiozzo et coll., 1998 ; Cros et
coll., 1999 ; Fauteck et Kandarian, 1995 ; Oishi et coll., 1998 ; Stevens et coll., 1999). Il
apparait que ces changements sont plus importants pour des périodes de microgravité
prolongée (réelle ou simulée), avec une expression accrue des isoformes de MHC IID(X) et
de MHC IIB.

L’évolution de I’expression des MHC au niveau des ARN messagers (ARNm) a
également été étudiée pour le muscle soleus aprés une période de microgravité. Certains
auteurs ont montré une diminution de 1’expression de la MHC I sans diminution significative
de la quantité de I’ARNm correspondant, suggérant ainsi une importante dégradation de cette
isoforme au niveau protéique (Caiozzo et coll., 1996a ; Stevens et coll., 1999 ; Thomason et
coll., 1989). La situation semble étre plus complexe pour les isoformes rapides de MHC. En
effet, certains travaux ont mis en évidence I’augmentation de 1’expression de la MHC IIA et
de la MHC IIB, sans changement d’expression de leurs ARNm correspondants (Caiozzo et
coll., 1996a ; Diffee et coll., 1991). Cependant, une étude sur le muscle soleus au cours de
différentes périodes de suspension (4, 7, 15 et 28 jours) (Stevens et coll., 1999), a montré que
I’évolution des MHC de type rapide a 1’échelon des protéines était bien accompagnée de la
modification de I’expression de leurs ARNm. Toutefois, les différentes isoformes de MHC
rapides ne semblent pas étre régulées de fagon identique au cours de la suspension. En

particulier, ces auteurs ont montré que ’expression de la MHC IIA représente une étape
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précoce du processus de transformation, dans la mesure ou elle est augmentée transitoirement
aprés 7 jours de suspension, alors que ’ARNm correspondant n’atteint son maximum
d’expression qu’aprés 15 jours. L’ensemble de ces résultats suggere donc des mécanismes
complexes de régulation des transformations, deux processus intervenant en méme temps lors
de la suspension; 1) l’atrophie musculaire et 2) des modifications pré et/ou post-
transcriptionnelles de I’expression génétique des différentes isoformes de MHC.

L’étude sur le soleus de rat de la cinétique de 1’évolution des transformations des
MHC en fonction du temps de suspension (Stevens et coll., 1999), ainsi que la description de
’apparition d’un grand nombre de fibres hybrides aprés microgravité (réelle : Allen et coll.,
1996 ; Caizzo et coll., 1996b ; Miu et coll., 1990 ; Ohira et coll., 1992 ; Staron et coll., 1998 ;
Talmadge et coll., 1996 ; simulée : Oishi et coll.,, 1998 ; Stevens et coll., 1990, 1993 ;
Talmage et coll., 1996) suggére que, conformément a I’hypothése présentée par Pette et
Staron (1997) dans le cas d’une transformation rapide — lent aprés électrostimulation, les
transitions de MHC ont lieu dans I’ordre séquentiel suivant : MHC I - MHC IIA - MHC
IID(X) > MHC IIB. Toutefois, I’observation de fibres hybrides co-exprimant les isoformes
de MHC I et de MHC IID(X) aprés suspension (Allen et coll., 1996 ; Caiozzo et coll., 1998 ;
Talmadge et coll., 1996) ou aprés action combinée de la suspension et de ’hormone
thyroidienne T3 (Caiozzo et coll., 1998 ; Haddad et coll., 1998) apparait étre en contradiction
avec le schéma classique de 1’expression séquentielle des isoformes de MHC décrit
précédemment et suggére plutét une expression simultanée de certaines isoformes de MHC.
Enfin, les travaux de Stevens et coll., (1999) ont montré une expression transitoire de la MHC
Io (au niveau protéique et ARNm) dans les fibres de soleus de rats. Cette isoforme
caractéristique des fibres intrafusales, pourrait représenter une étape de transition

supplémentaire entre la MHC I et la MHC I1A (Peuker et coll., 1999).
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B - TENOTOMIE ET IMMOBILISATION EN POSITION RACCOURCIE

La ténotomie est I'un des premiers modeles utilisés pour 1’étude de I’inactivité
musculaire. En effet, la section du tendon entraine le raccourcissement du muscle : ce dernier
n’étant plus soumis a aucune tension s’atrophie (Jakubieck-Puka et coll., 1992 ; McLachlan,
1981; Szczepanowska et Jakubiec-Puka, 1992 ; Vrbova, 1963). Cette atrophie serait plus
importante pour un muscle lent tel que le soleus que pour un muscle rapide (Jakubieck-Puka
et coll., 1992). Aprés ténotomie, la jonction nerf-muscle reste intacte, mais une baisse de
I"activité¢ des motoneurones est observée suite a la diminution de I’activité du systéme afférent
(Jozsa et coll., 1988; Vrbova, 1963). Par ailleurs, la position raccourcie entraine la
réorganisation du systéme contractile avec une diminution du nombre de sarcoméres (Baker et
Hall-Craggs, 1978 ; Jakubiec-Puka et Carraro, 1991 ; Williams et Goldspink, 1973).

L’analyse électrophorétique du contenu en MHC indique pour le muscle soleus une
diminution de la proportion de MHC I (Jakubieck-Puka et coll., 1992 ; Szczepanowska et
Jakubiec-Puka, 1992). En outre, I’isoforme de MHC embryonnaire n’a jamais été détecté dans
ce muscle apres ténotomie (Jakubieck-Puka et coll., 1992).

L’immobilisation en position raccourcie est également responsable du développement
d’une atrophie musculaire (Goldspink, 1977 ; Nonaka et coll., 1997 ; Spector, 1982 ;
Szczepanowska et Jakubiec-Puka, 1992). Le muscle soleus semble étre plus touché qu’un
muscle de type rapide (Booth, 1982 ; Fitts et coll., 1986). De plus, il a été montré que le
soleus maintenu en position raccourcie s’adapte en diminuant le nombre de sarcoméres en
série (Heslinga et coll., 1995). Par ailleurs, contrairement a ’atrophie développée aprés
suspension, une désorganisation des myofibrilles situées en position centrale est observée en
microscopie €lectronique (Nonaka et coll., 1997).

L’analyse au niveau des ARNm indique une augmentation des ARNm codant pour la
MHC IIB aprés seulement trois jours d’immobilisation en position raccourcie du muscle
soleus (Loughna et coll., 1990), accompagnée d’une diminution de la quantité des ARNm
codant pour la MHC I (Goldspink et coll., 1992). D’une maniére générale I’immobilisation en
position raccourcie d’un muscle lent tel que le soleus, provoque la sur-expression des ARNm
codant les MHC de type rapide et une diminution de 1’expression des ARNm codant pour la
MHC I. Pour des muscles rapides tels que le plantaris ou le gastrocnemius, I’immobilisation
en position raccourcie induit la diminution de I’expression des ARNm codant pour la MHC

ITA (Jankili et coll., 1997 ; Nonaka et coll., 1997). Une €tude récente sur le soleus a montré
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que les ARNm codant pour la MHC IID(X) sont les premiers a étre sur-exprimés (Jéankald et
coll., 1997), résultat déja obtenu sur le soleus en réponse a différents stimuli (Caiozzo et coll.,
1996a). Contrairement aux changements observés au niveau des ARNm, les changements au
niveau protéique sont plus lents. Ainsi, apres 4 jours d’immobilisation du soleus en position
raccourcie, certains auteurs n’indiquent aucun changement du contenu en MHC
(Szczepanowska et Jakubiec-Puka, 1992). Ce résultat s’explique par la durée trop courte des

périodes €tudiées comparée au "turn-over" des protéines (Booth, 1988).

Le facteur déterminant de ces transformations du muscle soleus dans le sens lent —
rapide semble étre la charge qui est diminuée en position d’immobilisation raccourcie. Mais
contrairement au modele de suspension celle-ci n’est pas complétement supprimée, ce qui
explique des modifications structurales et fonctionnelles plus lentes. Le réle joué par
I’information nerveuse dans ces transformations n’est pas a exclure. En effet, des expériences
de suspension couplées & I’immobilisation en position étirée du muscle soleus (Leterme et
coll., 1994) empéchent a la fois I’atrophie et la conversion du soleus vers un type rapide,
généralement observées apres suspension. De méme, il a ét€¢ montré que I’'immobilisation du
muscle soleus en position raccourcie sur des animaux nouveaux nés (Picquet et coll., 1998)
retardait la maturation post-natale de ce muscle encore sous innervation de type polyneural.
Au contraire, une immobilisation du muscle soleus ayant acquis son innervation

monosynaptique, induit sa transformation vers un type rapide (Picquet et coll., 1998).

C - DENERVATION

Les propriétés des fibres musculaires dépendent de I’activité électrique délivrée par les
motoneurones (Alford et coll., 1987 ; Blewett et Elder, 1993). L’élimination chirurgicale de
I’activité neuromusculaire a pour effet d’induire une atrophie musculaire et d’altérer les
propriétés phénotypiques des muscles cibles. Par ailleurs, la dénervation ne permet pas
I’action des facteurs neurotrophiques sur le muscle. Ces substances semblent influencer les
caractéristiques biochimiques et mécaniques du muscle (Roy et coll., 1996 ; Szczepanowska
et coll,, 1998) mais les mécanismes d’action restent a déterminer. Bien que les effets de la
dénervation soient fonction de 1’age et de 1’espéce étudiée (Gutmann et coll., 1972), celle-ci
conduit généralement a 1’altération des propriétés contractiles aussi bien des muscles de type

rapide que des muscles de type lent. Ainsi, chez le rat et le lapin, un muscle rapide tel que
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I’extensor digitorum longus (EDL) acquiert des caractéristiques de muscle lent, alors qu’un
muscle lent tel que le soleus devient rapide (Gutmann et coll., 1972 ; Syrovy et coll., 1972).
Ces modifications des propriétés contractiles correspondent & des changements d’expression
des isoformes de MHC (Ansved et Larsson, 1990 ; D’albis et coll., 1994 ; Schiaffino et coll.,
1988). Cependant, certains travaux sur le rat ont souligné des nuances dans le degré de
transformation entre un muscle rapide et un muscle lent. Ansi, la dénervation effectuée sur
IEDL conduit & la persistance de MHC de type rapide, mais présente une diminution de
I’expression de la MHC IIB au profit de la MHC I1A (Jakubiec-Puka et coll., 1990, 1999). Par
contre, la dénervation du soleus induit une diminution de I’expresion de la MHC I au profit de
la MHC ITA (Jakubiec-Puka et coll., 1990 ; Midrio et coll., 1992).

Il apparait par ailleurs que I’augmentation d’expression des isoformes rapides de MHC
est fonction de la durée de la dénervation (Gundersen, 1985 ; Huey et Bodine, 1998 ;
Jakubiec-Puka, 1990). Les auteurs décrivent généralement sur le soleus aprés deux semaines
de dénervation une diminution d’expression de la MHC I et une augmentation d’expression
de la MHC IIA. Toutefois, dans un grand nombre de ces études, les isoformes de MHC IIA et
IID(X) ne sont pas séparables par la méthodologie utilisée. Il est donc possible que
I’augmentation de 1’expression des isoformes de type rapide concerne également I’isoforme
IID(X). Ainsi, des travaux récents ont mis en évidence une augmentation de I’expression de
I’isoforme de MHC IID(X) dans le muscle soleus de rat aprés dénervation (Huey et Bodine,
1998 ; Jakubiec-Puka et coll., 1999 ; Talmadge et coll., 1995a).

A coté de ces exemples de réponse spécifique a I’espéce sur la distribution des
isoformes de MHC, il apparait également aprés dénervation des cas d’expression de certaines
isoformes de MHC normalement non présentes dans les fibres musculaires adultes. Ainsi,
certains auteurs ont mis en évidence la présence des isoformes de MHC embryonaire et
néonatale aprés dénervation (Bacou et coll., 1996 ; Haddad et coll., 1997 ; Schiaffino et coll.,
1989). Héamadldinen et Pette (1994, 1997) ont également pu mettre en évidence aprés la
dénervation du muscle EDL de lapin, I’expression de I’isoforme de MHC Ia, alors que celle-
ci est normalement exprimée dans le cceur. L’apparition de cette isoforme a récemment été
décrite dans le muscle soleus de rat comme étape intermédiaire dans la conversion des fibres
lentes vers un type rapide apres suspension (Stevens et coll., 1999).

De nombreuses études se sont intéressées a 1’évolution de 1’expression des isoformes
de MHC apreés dénervation, mais a ce jour seule une étude a analysée a la fois le contenu en
ARNm et 1’expression protéique des isoformes de MHC correspondantes sur un muscle lent

et un muscle rapide (Huey et Bodine, 1998). Ces auteurs ont ainsi pu montrer sur le soleus de
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rat une diminution des ARNm codant pour la MHC I et sur le tibialis anterior (TA) une
diminution des ARNm codant pour la MHC IIB dés 4 jours de dénervation. Apres 7 jours de
dénervation, les muscles soleus et TA présentent une augmentation des ARNm codant pour la
MHC IIA. Par ailleurs, pour le muscle soleus, le taux d’ARNm codant pour I’isoforme de
MHC IID(X) n’apparait qu’aprés 30 jours de dénervation alors qu’au cours de la suspension
celui-ci augmente dés le 4° jour (Stevens et coll., 1999). Enfin, Huey et Bodine (1998) ont pu
mettre en évidence que ces changements précoces au niveau de I’expression des ARNm aprés
dénervation n’étaient pas suivis par les changements correspondants au niveau protéique.
Ainsi, le soleus ne présente une diminution de la MHC I et une augmentation de la MHC IIA
qu’aprés 7 jours de dénervation. L’augmentation de MHC IID(X) apparait quant a elle au
bout de 30 jours. De plus, pour le tibialis anterior, aucun changement significatif au niveau
protéique entre les différentes isoformes de MHC n’est observé tout au long des 30 jours de
dénervation. Ces résultats suggérent une adaptation des mécanismes de la régulation
transcriptionnelle et post-transcriptionnelle, soit en diminuant la stabilité des ARNm, soit en

augmentant le "turn-over" des protéines nouvellement synthétisées.

D - SUPPRESSION PHARMACOLOGIQUE DU MESSAGE NERVEUX

A D’inverse de la dénervation, I’application locale de tétrodotoxine (TTX) sur un nerf
périphérique permet de différencier le role joué par le message nerveux de celui joué par les
substances trophiques transportées par le flux axonal. En effet, cette toxine empéche la
propagation des potentiels d’action nerveux par I’inactivation spécifique des canaux sodiques,
sans altérer le transport axoplasmique rapide (Betz et coll., 1980). Toutefois, 1’effet de cette
toxine sur le transport axoplasmique lent et rétrograde n’est actuellement pas connu
(Talmadge et coll., 1995b). Le traitement par la TTX permet d’étudier les conséquences d’une
inactivité musculaire sur les changements des propriétés musculaires indépendamment
d’autres influences physiologiques. En effet, alors que [’expression des protéines
myofibrillaires est sous le contrle étroit de I’activité neuromusculaire (Pette et Vrbova, 1985,
1992), linfluence des facteurs neurotrophiques sur l’expression de ces protéines
myofibrillaires est également suggérée (Gunning et Hardeman, 1991 ; Salviati et coll., 1986a).
Bien que trés peu de données soient disponibles concernant les effets de la TTX sur
I’expression des MHC, Spector (1985a, 1985b) a observé sur le muscle soleus une

augmentation du pourcentage de fibres de type II aprés 2 et 4 semaines d’administration de
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TTX. 1l existe des similitudes entre la réponse du muscle soleus suite a I’administration de
TTX et les résultats d’expériences de dénervation ou aprés une période de suspension
(Falempin et Fodili, 1995). Outre I’atrophie sévére des fibres musculaires (Dunn et Michel,
1999), I'isoforme de MHC IID(X) est également exprimée dans ce muscle (Dunn et Michel,
1999 ; Midrio et coll., 1998) et est préférentiellement co-exprimée avec les isoformes de
MHC I et de MHC IIA (Dunn et Michel, 1999). De plus, I’isoforme de MHC embryonnaire
semble également étre exprimée dans le muscle soleus aprés administration de TTX (Dunn et
Michel, 1999 ; Midrio et coll., 1998 ; Schiaffino et coll.,, 1988). Ces résultats soulignent
I’importance du rdle du message nerveux dans le maintien des propriétés fonctionnelles du
muscle, mais suggerent également des mécanismes de régulation cellulaire spécifiques pour

les différentes isoformes de MHC.

E - SECTION ET ISOLEMENT DE LA MOELLE EPINIERE

Les expériences de section et d’isolement de la moelle épinicre sont des modéles de
dénervation dans lesquels la connection nerf-muscle est préservée, autorisant I’influence des
facteurs neurotrophiques. Lors de la section de la moelle au niveau thoracique, on observe
une diminution de D’activité électromyographique des muscles innervés en dessous de la
section (Alaimo et coll., 1984). L’isolement de la moelle épiniére consiste en la section de
celle-ci au niveau thoracique et sacral, accompagnée d’une dé-afférentation bilatérale
compleéte entre les sites de section. Cette opération induit 1’absence totale de tonus musculaire
et d’activité électromyographique (Pierotti et coll., 1991 ; Steinbach et coll., 1980).

L’effet majeur des expériences de section de la moelle est la transformation des
muscles vers un type plus rapide. Ainsi, chez le chat certains auteurs ont observé par analyse
histochimique une augmentation des fibres de type II dans les muscles soleus et
gastrocnemius (Jiang et coll., 1990a, 1990b ; Mayer et coll., 1984). De méme, par analyse
électrophorétique Talmadge et coll. (1993) trouvent la présence de MHC IIA et de MHC IIB
dans le muscle soleus de chat aprés 6 mois de section de la moelle, bien que I’isoforme
prédominante reste 1’isoforme de MHC I. Une adaptation plus compléte vers un typage rapide
a lieu pour le muscle soleus de rat. Ainsi un an apres la section de la moelle, le pourcentage
de fibres de type II de ce muscle atteint 98 % (Lieber et coll., 1986a). Par contre, aucun
changement de composition ne semble avoir lieu pour le muscle EDL (Lieber et coll., 1986a,

1986b). Des études combinant la séparation électrophorétique et 1’analyse immunochimique
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des isoformes de MHC, ont montré aprés 15 jours de section de la moelle pour le muscle
soleus de rat une augmentation du pourcentage de MHC IID(X) accompagnée d’une
diminution du contenu en MHC IIA. Aucune modification de proportion n’a été observée
pour la MHC I (Roy et coll., 1993 ; Talmadge et Roy, 1995a). Par contre, aprés un mois de
section de la moelle, ces auteurs décrivent une diminution de la proportion de la MHC I
accompagnée d’une plus forte expression de MHC IID(X) et de I’apparition d’une faible
proportion de MHC IIB. Un grand nombre de fibres hybrides co-exprimant la MHC I avec
une ou plusieurs MHC rapides est retrouvé comme au cours d’une période de suspension,
suggérant la transformation séquentielle du type lent vers le type rapide (Pette et Staron,
1997). Toutefois, cette conclusion doit étre modulée car certaines fibres exprimant la MHC I
semblent avoir la capacité d’exprimer la MHC IID(X) sans exprimer la MHC IIA (Roy et
coll., 1993 ; Talmadge et coll., 1995a). La faible proportion de MHC IIB trouvée dans le
muscle soleus de rat un mois aprés une section de la moelle suggére une transformation
incompléte de ce muscle vers un type rapide. Aucune étude n’ayant été réalisée pour identifier
les effets a long terme de la section de la moelle sur un muscle lent ou rapide de rat, il est
nécessaire de se reporter aux études sur des sujets humains atteints de 1ésions de la moelle. 11
a ainsi €té observé une diminution de la capacité oxydative des fibres de type II, ce qui
suggere leur conversion en des fibres probablement de type 1IB (Martin et coll., 1992). Par
ailleurs, chez ces patients, la plupart des fibres sont capables de se transformer en des fibres

de type IIB et le degré de transformation est fonction de la durée de la 1ésion.

Si quelques données sont disponibles chez ’homme, aucun animal autre que le chat
n’a été soumis a des expériences d’isolement de la moelle épiniére. Graham et coll. (1992) ont
montré que le muscle soleus de chat présentait aprés 6 mois d’isolement de la moelle une
augmentation du pourcentage des fibres de type II. Toutefois, alors qu’avec ce modéle toutes
les fibres musculaires sont inactives, seule la moitié des fibres de soleus se transforme vers un
type rapide. Cette observation est similaire & celle faite lors d’expériences de section de
moelle chez le chat, ou quelques fibres gardent une activité électrique. Il semble que certains
facteurs autres que ceux liés a 1’activité neuromusculaire influencent I’expression du type de
MHC dans le soleus. D’autres muscles de la patte (plantaris, vastus intermédius, semi-
tendineux, quadratus femoris et gastrocnemius medium) présentent également une
augmentation du pourcentage de fibres rapides accompagnée d’une diminution du nombre de
fibres lentes (Jiang et coll., 1991 ; Roy et coll., 1992). Par ailleurs, il a également été montré

dans le muscle soleus I’apparition d’isoformes de MHC développementales accompagnant
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I’augmentation d’expression des isoformes de MHC IIA et de MHC IIB (Talmadge et coll.,
1993). Ainsi, I’absence d’activité neuromusculaire qui résulte de I’isolement de la moelle,
induit chez le chat la transformation des muscles lents et rapides vers un typage plus rapide
avec ’augmentation de 1’expression des isoformes de MHC IIA et de MHC IIB. Les muscles

lents posturaux tels que le soleus semblent subir les transformations les plus fortes.

L’ensemble de ces données indique que le systeme musculaire est capable de modifier
son phénotype (transitions type lent <« rapide) pour répondre a des stimuli liés aux
caractéristiques propres du muscle ou a son environnement. Cette plasticité du muscle
squelettique est non seulement basée sur la grande diversité des types de fibres mais
également sur l’existence d’une multitude de protéines composant ces fibres. La notion de
plasticité musculaire repose sur la quantité (équilibre synthése/dégradation) et le
polymorphisme des protéines myofibrillaires et en particulier celui des chaines lourdes de

myosine.



MATERIEL ET METHODES

72



73

I - MATERIEL BIOLOGIQUE

A - MODELE D’HYPODYNAMIE-HYPOKINESIE

1 - Animaux

Le modéle d’hypodynamie-hypokinésie est utilisé dans nos protocoles pour induire
une atrophie musculaire sur des rats males de souche Wistar pesant entre 260 et 300 g. Ce
modéle a été mis au point par Morey (1979) pour mimer les effets de 1’absence de pesanteur
sur le systéme musculo-squelettique de rat. Dans ce modele, les animaux sont suspendus par
la queue durant une période de 14 jours afin que les pattes postérieures de I’animal ne
supportent plus le poids du corps. Une atrophie musculaire se développe sur les muscles
posturaux alors non sollicités. Un systéme de poulie permet aux animaux de se déplacer sur

les pattes antérieures et d’accéder librement a 1’eau et a la nourriture.

2 - Muscles étudiés

Deux muscles sont utilisés dans cette étude. L’un, le soleus, muscle extenseur de la
cheville, est un muscle postural de type lent. Il est composé majoritairement de fibres de type
I (84 %) et minoritairement de fibres de type IIA (16 %) (Delp et Duan, 1996). Ce muscle est
particuliérement affecté¢ lors d’une atrophie résultant de la non-utilisation des membres
postérieurs.

L’autre muscle étudi€ est ’extensor digitorum longus (EDL), muscle fléchisseur de la
cheville, qui est un muscle de type rapide. Ce muscle est essentiellement composé de fibres
rapides de type IIB (38 %), IID(X) (38 %), IIA (20 %) et contient un faible pourcentage de
fibres de type I (4 %) (Delp et Duan, 1996). Ce muscle nous servira de témoin pour la
détermination des propriétés contractiles et élastiques de fibres musculaires rapides. Il nous
permettra également d’identifier sur les gels d’électrophorése les niveaux de migration des

isoformes rapides de la myosine, des protéines régulatrices et de la titine.
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B - MODELE DE DEGENERESCENCE DU MOTONEURONE

1 - Animaux

Des souris atteintes d’une maladie dégénérative du motoneurone ont été utilisées. Ces
souris présentent la mutation autosomique récessive wobbler. Elles nous ont été fournies par
le Docteur F. Rieger (INSERM, Laboratoire de Neuromodulations Interactives et
Neuropathologies, Paris).

Chez les animaux atteints, on observe dés la quatriéme semaine post-natale une
atrophie musculaire qui touche principalement les muscles du cou et des pattes antérieures.
Elle s’étend ensuite progressivement aux muscles des membres inférieurs (Duchen et coll.,
1966, 1968). Les animaux mutants sont issus d’une souche de souris C57BL/6J, ils sont
homozygotes (wr/wr) pour le géne wobbler (wr), et sont identifiés sur la base de signes
cliniques. Les animaux wobbler sont plus petits que leurs congéneéres et présentent un tonus
musculaire diminué. De plus, leur démarche est incertaine et 1’aggripage des pattes avant est
particuliérement affecté (Duchen et coll., 1968). Au niveau neurologique, on observe dans la
corne ventrale de la moelle épiniére cervicale une dégénérescence neuronale de type
vacuolaire, accompagnée d’une diminution du nombre de motoneurones (Baulac et coll.,
1983 ; Blot et coll., 1995 ; Duchen et coll., 1966, 1968). Les travaux de Hantaz-Ambroise et
coll. (1994), puis de Blondet et coll. (1995) ont montré une augmentation de réactivité des
cellules gliales qui progresse avec la maladie. Enfin Hantaz-Ambroise et coll. (1994) ont
suggéré un dysfonctionnement du mécanisme régulant la synthése de la glutamine dans les
astrocytes des animaux wobbler, et une modification dans la distribution des récepteurs au
glutamate a été mise en évidence par Tomiyama et coll. (1994).

Les animaux issus de la méme portée que les mutants mais présentant un phénotype
normal (+/wr ?) sont utilisés comme témoins. L’étude de la maladie est réalisée d’une part sur
des animaux 4gés de 5 semaines, dge a partir duquel les premiers signes cliniques sont
clairement décelables et d’autre part sur des animaux 4gés de 7 semaines, dge ou les signes

cliniques sont bien affirmés (Duchen et coll., 1968).

2 - Muscles étudiés

Deux muscles sont choisis pour ce travail. Le sternocleidomastoid (SCM), qui est un
muscle a la base du cou particulierement affecté lors de la maladie et le soleus, muscle
postural de la patte postérieure qui est atteint plus tardivement et & un degré moindre (Duchen
et coll., 1968).
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C - PRELEVEMENTS

Les prélévements musculaires sont réalis€és sur des animaux anesthésiés a
I’éthylcarbamate (30 mg/kg). Les animaux sont ensuite sacrifiés par injection d’une dose

mortelle d’anesthésique.

1 - Animaux suspendus

Sur les animaux contrdles, les muscles soleus et EDL sont prélevés, ce dernier servant
de témoin de muscle rapide. Sur les animaux suspendus, seuls les muscles soleus sont
prélevés. Chaque muscle est divisé en 2 parties, la premicre (1/3) est congelée dans
I’isopentane refroidi par 1’azote liquide, puis stockée & -80°C en vue d’une analyse
biochimique. La deuxiéme partie (2/3) est soumise au protocole de pelage. Des fibres
musculaires sont isolées & partir de ces biopsies dans le but d’étudier leurs propriétés
contractiles et élastiques, avant d’analyser leur contenu en protéines myofibrillaires par

électrophorése.

2 - Souris wobbler

La dégénérescence des motoneurones affecte de maniére bilatérale les muscles des
animaux wobbler (Duchen et coll., 1968). Un muscle SCM et un muscle soleus sont prélevés
sur chaque animal et congelés dans 1’isopentane en vue d’une analyse biochimique. Les deux
autres muscles sont soumis au protocole de pelage. Des fibres musculaires sont isolées a partir
de chaque biopsie et leurs propriétés contractiles sont étudiées en relation avec leur contenu

en chaines lourdes de myosine.

D - PRINCIPE DU PELAGE

Le protocole utilis€é est un pelage chimique a 'EGTA (éthyléne glycol bis [B
aminoéthyl éther N, N’ tetra-acide acétique]), agent chélateur des cations bivalents qui
perméabilise le sarcolemme des muscles striés squelettiques sans altérer les structures sous-
jacentes (Eastwood et coll., 1979). Ainsi, l'utilisation de fibres musculaires pelées
(sarcolemme perméabilisé) permet d’avoir un accés direct aux protéines contractiles et de

déterminer leurs caractéristiques d’activation par les ions calcium.
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Le protocole de pelage utilisé au laboratoire (Mounier et coll., 1989) est une version
simplifiée de la technique de Wood et coll. (1975). Aprés prélévement, chaque biopsie est
fragmentée dans le sens longitudinal des fibres en 2 ou 3 morceaux, et immédiatement
transférée dans la solution de pelage a 0°C. Quatre heures plus tard, la solution de pelage est
renouvelée par de la solution fraiche et la biopsie est laissée 24 heures a 0°C. Le lendemain,
un deuxiéme ringage compléte la procédure et les biopsies sont transférées dans une solution
de conservation contenant du glycérol, ce qui permet de les garder a - 20°C pendant 2 mois.
Pour la détermination des propriétés passives des fibres musculaires de rat, les biopsies ne
sont gardées que 2 semaines apres prélévement. De cette maniére, on évite une détérioration
trop importante de la titine, protéine particuliérement sensible aux protéases (Granzier et
Wang, 1993b).

De plus, pour éviter toute dégradation protéique, les solutions de pelage et de
conservation contiennent les inhibiteurs de protéase suivants: leupeptine (20 pg/ml),

aprotinine (5 ug/ml) et pepstatine A (1 pg/ml).

II - MESURE DES PROPRIETES CONTRACTILES ET ELASTIQUES
DES FIBRES MUSCULAIRES

A - ISOLEMENT ET MONTAGE

Chaque expérimentation se fait dans une piéce dont la température est maintenue a
19 + 1°C. A partir de chaque biopsie, un nombre variable de fibres musculaires (2-3 mm long)
peut étre isolé a I’aide de pinces fines sous binoculaire. Pour chaque fibre isolée, un fil de soie
est noué a 'une de ses extrémités et I’ensemble est transféré dans une cuve expérimentale
contenant de la solution relaxante R.

Le fil de soie est fixé par un systtme de clip sur le bras d’un vibrateur
électromagnétique (Cambridge Technology Inc, Watertown, USA ; modéle 6350) dont le
systéme d’asservissement est piloté¢ par ordinateur. L’autre extrémité de la fibre est collée
(gréce a de I’acétate de cellulose dissous dans de I’acétone) a un crochet monté sur une jauge
de contrainte (AE 801, AME, Horton, Norway ; fréquence de résonance dans 1’air 4.52 kHz)
(figure 22).
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Figure 22 : Schéma du dispositif de montage d’une fibre musculaire.
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La tension ainsi que la position du moteur sont visualisées sur un enregistreur papier
(Gould ; modeéle 40-8474-02) et sur un oscilloscope numérique (Nicolet ; modele 310).

La fibre ainsi montée est pré-étirée a 120 % de sa longueur initiale, ce qui correspond
a une longueur de sarcomere d’environ 2.6 pm pour les fibres musculaires de rats, et voisine
de 2.5 um pour les fibres musculaires de souris. Cette longueur d’étirement est fixée aprés
avoir vérifié qu’elle permet le développement d’une tension maximale. Elle est maintenue
constante et vérifiée durant toute I’expérimentation.

La longueur de sarcomére de la fibre est mesurée a ’aide d’un laser Hélium/Néon
(Melles-Griot, Carlsbad, USA ; longueur d’onde 632.8 nm, puissance 10 mW) dirigé
perpendiculairement a la fibre (figure 23). La position médiane de la premicre raie de
diffraction est détectée par une rampe de 512 photodiodes (TSL 218, Texas Instrument,
Dallas, USA). Elle est convertie en une tension proportionnelle a la longueur de sarcomére
grice a un systéme électronique. L’ utilisation d’un réseau de diffraction de striations connues
permet de calibrer le systéme de détection.

Toute fibre musculaire présentant une diffraction diffuse, ce qui suggere des
sarcomeres endommagés, est €cartée. De méme, sont €galement écartées pour les expériences
les fibres qui présentent, lors du pré-étirement, un niveau de tension passive supérieur a 5 %
du niveau de la tension isométrique maximale. La longueur maximale de la fibre au repos
pour laquelle aucune tension passive n’est développée (Ls) (longueur de la fibre "au slack"),
de méme que la longueur de la fibre préétirée (Lo) et le diamétre de celle-ci sont mesurés a la

loupe binoculaire (x 80) grace a un oculaire micrométrique.

B - MESURE DE LA TENSION ISOMETRIQUE

La fibre musculaire est tout d’abord laissée 20 minutes dans une solution de Brij (2 %
p/v), de maniére a détruire le réticulum sarcoplasmique. Elle est ensuite rincée 3 fois grace a
une solution W puis remise dans une solution R. Aprés retrait de la solution R, la fibre est
lavée a I’aide de la solution W de maniére & enlever toute trace d’EGTA avant d’aborder

I’expérimentation.
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Un sarcomére est assimilé a une fenétre de diffraction, sa longueur est donnée par la formule :
S =nA/sin 6n
avec S = longueur du sarcomere
n = ordre de la frange de diffraction
A = longueur d’onde de la source lumineuse utilisée pour obtenir le réseau de
diffraction ( A = 632.8 nm)
6n = angle sous-tendu par la frange d’ordre 0 et le frange d’ordre n

A I’aide des formules trigonométriques, 1’équation devient :
S =Mx*+d)*° /x
x = distance entre les franges d’ordre 0 et d’ordre 1
d = distance entre la fibre et I’écran

Figure 23 : Dispositif expérimental et principe de mesure de la longueur de sarcomére.
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Le protocole expérimental suivant est appliqué. Une contraction maximale
d’amplitude P, est induite a ’aide d’une solution calcique de pCa 4.2 (pCa = -log [Ca*])
permettant de saturer tous les sites calciques libres de la troponine C impliqués dans le
développement de la contraction. On applique ensuite une solution relaxante R ce qui permet
le relachement de la fibre. La longueur de sarcomére de la fibre est vérifiée. La fibre est de
nouveau lavée avec la solution W et des solutions de concentrations calciques croissantes
définies (pCa X) sont ensuite appliquées, chacune €tant suivie de la solution de pCa 4.2 qui
induit la tension maximale. Ceci permet de normaliser chaque tension P obtenue pour chaque
pCa X a la tension maximale Py et d’établir le rapport P/Py. Entre chaque solution de pCa X,
la fibre est relachée a 1’aide de la solution relaxante R. Cette procédure permet de s’affranchir
d’une éventuelle variation de Py au cours de I’expérience ainsi que de la variabilité des
tensions entre les différentes catégories de fibres. Un exemple de cycle expérimental est
donné a la figure 24.

L’application des solutions de différentes concentrations calciques permet d’obtenir la
relation Tension/pCa (T/pCa). Cette relation se présente sous la forme d’une sigmoide (figure

25) et peut étre décrite par 1’équation de Hill et coll. (1980) suivante :

P/Po = ([Ca” JK)™ / (1 + (ICa”"VK)™) ot
- P/P, représente la tension normalisée
- [Ca**]= concentration en calcium ([Ca®*] = 10 “P¢%)
- K =constante de dissociation apparente

- ng= coefficient de Hill.

Différents parametres peuvent étre déduits de cette relation T/pCa illustrant les

propriétés contractiles des différentes fibres étudiées. Ces paramétres sont :

- pCa seuil ou seuil d’activation calcique : valeur de pCa la plus faible générant le
développement d’une tension minimale, elle refléte la sensibilité calcique du systéme
contractile ;

- pCasg: valeur de pCa induisant 50 % de la tension maximale, elle traduit 1’affinité

calcique du systéme contractile ;
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Figure 24 : Exemple d’enregistrement d’une contraction développée par une fibre musculaire.
La tension (P) induite par une solution de pCa donnée (pCa X) est suivie d’une
tension maximale (Pg). R désigne 1’application de la solution relaxante et W
I’application de la solution de lavage. Les déflections rapides correspondent a des
artéfacts dus a I’application ou au retrait des solutions.
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pCa = - log [Ca]

1 = pCa seuil : seuil d’activation

2 = pCasy : affinité calcique du systéme contractile

3 = pente de la relation : le coefficient de Hill (ny) correspond a la pente de la relation
dans sa partie linéaire

Figure 25 : Illustration de la relation entre la tension développée par une fibre musculaire
isolée et le taux de calcium (Tension/pCa). La relation est ajustée a 1’aide de
I’équation de Hill, les points 1, 2, et 3 sont les parametres caractéristiques issus de
cette équation.
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- ny ou coefficient de Hill : pente de la partie linéaire de la courbe, indicateur du degré
de coopérativité entre les différents sites calciques impliqués dans la contraction

musculaire et entre les différentes protéines du filament fin.

La relation T/pCa est différente selon le type de fibre, lente ou rapide (Laszevski-
Williams et coll., 1989 ; Mounier et coll., 1989) et les paramétres déduits rendent compte de

la composition de ces fibres en protéines contractiles et régulatrices.

Sur chaque fibre soumise au protocole d’établissement de la relation T/pCa, les
propriétés d’activation par les ions strontium sont étudiées et une relation T/pSr est établie. Le
protocole est identique a celui décrit 4 la figure 24, mais la tension maximale en présence de
strontium est obtenue & ’aide d’une solution de pSr 3.4. Dans le cas de la relation T/pSr, la
valeur de la pSrso est un parameétre important puisque la différence pCasg - pSrso (A) sert &
typer fonctionnellement la fibre étudiée sur la base de son affinité relative vis-a-vis des ions
Ca®* et Sr**. En effet, des études réalisées sur des fibres pelées de muscles de différentes
espéces animales montrent que la sensibilité au calcium est nettement plus importante que
celle vis-a-vis du strontium pour les fibres rapides alors que, les deux sensibilités sont
minimes voir identiques pour les fibres lentes (Stephenson et Williams, 1981 ; Takagi et
Endo, 1977). Ainsi, la valeur de A sera élevée (environ une unité pCa ou pSr) pour une fibre

de type rapide et faible ou nulle (0.3 a 0 unité pCa ou pSr) pour une fibre de type lent (figure
26).

C - MESURE DE LA VITESSE MAXTIMALE DE RACCOURCISSEMENT ( Vo)

La vitesse maximale de raccourcissement (Vo) de la composante contractile est
mesurée grice & la méthode du slack test (Edman, 1979). La fibre est tout d’abord activée
maximalement a ’aide d’une solution de pCa 4.2. On applique alors une série de 5 & 6
détentes rapides (1 ms) d’amplitudes variables (AL), mais suffisantes pour annuler la force en
reldchant complétement la fibre. Le temps nécessaire (At) pour que la fibre développe a
nouveau une tension est mesurée. Les différentes variations d’amplitude AL sont normalisées
a Ly et portées graphiquement en fonction de At (figure 27). La relation est une droite dont la

pente représente V. Pour les expériences réalisées sur les fibres musculaires de rat, la relation
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Figure 26 : Identification d’une fibre de type rapide (Extensor Digitorum Longus, EDL) et

d’une fibre de type lent (soleus) par le test strontium (d’aprés Stephenson et
Williams, 1981).
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Figure 27 : Mesure de la vitesse maximale de raccourcissement (Vo) par la méthode du slack
test sur une fibre de soleus de rat.

A : Superposition des tracés des variations de longueurs imposées et des réponses
en tension consécutives. At: temps nécessaire au re-développement de la
tension, Py : tension isométrique maximale.

B : Relation entre I’amplitude du reldchement normalisée a la longueur de la fibre
pré-étirée (Lo) et At. La pente de la relation représente Vy, qui est exprimée en
longueur de fibre par seconde (LF s™).
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est linéarisée dans la gamme 20 ms < At < 60 ms avec un coefficient de corrélation linéaire r >

0.95. V| est exprimée en longueur de fibre par seconde (LF .

D - RELATIONS Tension/détente

Les propriétés €lastiques de la CES d’une fibre musculaire (voir Données
Bibliographique de Base) peuvent étre caractérisées par la détermination de la relation
Tension/détente ou courbe T,. Dans cette partie expérimentale, la notion de tension maximale
sera dénommeée Ty au lieu de P, pour respecter les nomenclatures plus couramment utilisées
dans les études des propriétés élastiques.

La fibre musculaire est tout d’abord activée maximalement par une solution de pCa
4.2 et est rapidement reldchée (0.85 a 1ms pour les plus grandes variations de longueurs) en
appliquant une série de variations de longueur (AL) d’une durée de 100 ms. Pour éviter
d’endommager les sarcoméres au cours des cycles détente/extension, un nombre limité de AL
est appliqué dont I’amplitude varie entre 0.19 £ 0.01 % et 2.23 + 0.06 % de Lo. A chaque
variation de longueur AL correspond une chute brutale de la tension qui passe de sa valeur
isométrique maximale To a4 une valeur minimale appelée T, (Huxley et Simmons, 1971),
ensuite la tension se re-développe (figure 28-A). Pour chaque fibre musculaire étudiée, la
courbe Tension/détente est déterminée en reportant chaque valeur T; normalisée a Ty (T1/To)
en fonction des variations de longueurs normalisées & Lo (AL/Lo) correspondantes. Dans la
partie 0.6 - 1.0 T1/Ty de la courbe, une relation linéaire peut étre tracée a travers les points
expérimentaux (coefficient de corrélation linéaire r > 0.99). L’intersection de cette droite avec
’axe des abscisses permet de caractériser la valeur de la compliance de la fibre étudiée (figure
28-B).

De plus, la phase rapide du re-développement de la tension, qui est consécutive a la
variation de longueur, peut étre caractérisée par une constante de temps t (figure 28-A). Cette
constante correspond au temps nécessaire pour obtenir 63 % de la valeur de la tension
mesurée 10 ms aprés le reldchement rapide de la fibre. Comme t varie en fonction de
I’amplitude du relachement, cette constante est toujours mesurée apres un méme relachement

d’une amplitude correspondant a une variation de longueur de la fibre de 0.97 = 0.03 % de L.
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Figure 28 : Relation Tension/détente d’une fibre de soleus de rat.

A : Enregistrement de la variation de tension (tracé inférieur) consécutive & une
détente rapide de la fibre (tracé supérieur), appliquée durant I’activation
maximale de celle ci. Ty : tension isométrique maximale, T, : tension atteinte &
la fin de la détente, T : constante de temps caractérisant la phase rapide de re-
développement de la tension.

B : Relation Tension/détente. Celle ci est linéaire dans la gamme 0.6-1.0 T1/T,. Le
prolongement de cette droite représente la courbe théorique, son intersection
avec I’axe des abscisses donne la valeur de compliance de la fibre étudiée.
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E - ELASTICITE PASSIVE

Les propriétés élastiques passives des fibres musculaires sont étudi€ées en imposant a
une fibre placée en conditions relaxantes une rampe d’étirements d’amplitudes variables, a
faible vitesse d’étirement.

La fibre musculaire est d’abord baignée pendant 20 min dans une solution R contenant
du Brij (2 % p/v) et du Triton x 100 (1 % v/v). Ce protocole permet non seulement de détruire
le réseau du réticulum sarcoplasmique, mais également le sarcolemme ou tissu conjonctif
restant aprés pelage. Cette derniére précaution nous permet de mesurer uniquement les
propriétés élastiques passives des sarcomeres, sans intervention d’autres éléments élastiques
paralléles. Apreés cette procédure, la fibre est lavée 3 fois grice a une solution de lavage W et
est remise dans une solution relaxante R.

La fibre est alors soumise a un cycle d’étirements-reldichements a partir de sa longueur
de repos "au slack"” (Ls). Celle-ci est étirée lentement (10 % de L;) en 15 secondes. A la fin de
chaque étirement, la longueur de la fibre est maintenue constante pendant 180 secondes. Ceci
permet a la tension développée de décroitre de maniére exponentielle vers une valeur plateau
(Wang et coll., 1991, 1993). Aprés un cycle de 14 étirements (étirement de 140 % a partir
de L;) la fibre est relachée pas a pas de la méme maniére. La tension diminue et se stabilise a
une valeur plateau a chaque relachement.

Pour chaque expérience, une relation entre la tension passive et la longueur de
sarcomere est tracée (figure 29-A). De cette courbe, on peut déduire la longueur de sarcomére
a partir de laquelle tout étirement de la fibre provoque la génération d’un niveau de tension
passive (SL;) ou longueur de sarcomére au "slack". La relation présente également un point de
rupture ou "yield point" (SLy). Ce point correspond a la valeur de longueur de sarcomere pour
laquelle la variation de tension passive marque une rupture en fonction de I’étirement.

Lors de I’étude des propriétés élastiques passives des fibres atrophiées, la lecture de la
longueur de sarcomeére n’a pu se faire de maniére rigoureuse par notre systéme de détection,
du fait de la trop faible intensité de la premiére raie de diffraction laser des sarcomeéres. C’est
pourquoi, la variation de longueur de sarcomére est remplacée par la variation de longueur de
la fibre et les résultats sont exprimés sous la forme d’une relation entre la tension passive et la

déformation de la fibre (figure 29-B).
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Figure 29 : A : Relation Tension passive/longueur de sarcomere. SL; : longueur de sarcomeére
de la fibre au repos « au slack ». SL, : longueur de sarcomeére pour laquelle
I’augmentation de tension passsive présente une rupture.

B : Relation Tension passive/déformation. La déformation de la fibre pour un
étirement L est donnée par (L/L;) —1, avec L la longueur de la fibre au repos

« au slack ». Le point SL, déformation correspond au point de rupture de la
relation.
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La phase de croissance exponentielle de la tension passive en fonction de la longueur
de sarcomére (ou de la déformation de la fibre) peut étre ajustée mathématiquement par une
équation qui initialement a été utilisée pour modéliser le comportement élastique du tendon
(Elden, 1968), suivant :

c=E &’ avec -o : tension passive normalisée au diametre de la fibre
-E : est le module de Young complexe
-€ ; déformation de la fibre

Pour le calcul de la déformation en fonction de la longueur de fibre :

L—Lo
€ correspond au rapport

avec L : longueur de la fibre a I’étirement donné
0

Ly : longueur de la fibre au repos "au slack”

La fixation de la fibre dans notre systéme expérimental est vérifiée en tragant pour
chaque fibre étudiée, la relation entre la longueur de la fibre et la longueur de sarcomére. La
relation obtenue est une droite dont le coefficient de corrélation linéaire est utilisé comme
critére de rigidité des points d’attache de la fibre. Ceci nous permet de vérifier la linéarité de
I’étirement et d’exclure toute fibre ne présentant pas une valeur de coefficient linéaire

r=0.99.

F - DEPOLYMERISATION DU FILAMENT EPAIS DE MYOSINE

Les propriétés élastiques de la portion de la titine localisée dans la bande A, peuvent
étre étudiées apres la dépolymérisation partielle des filaments de myosine par une solution de
KCl de forte force ionique. Le protocole expérimental suivant est appliqué. Aprés montage, la
fibre est étirée par palier comme décrit précédemment jusqu’a une valeur de 0.7 L. Le
maximum d’étirement passif étant inférieur au point de rupture de la fibre, aprés retour a sa
longueur initiale ses caractéristiques passives ne sont pas altérées (voir Données

Bibliographiques de Base).
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La fibre est ensuite pré-étirée a une valeur de longueur de sarcomeére de 3.0 um. Aprés
une période de 3 minutes dans une solution relaxante R, une tension isométrique maximale de
référence est développée par application d’une solution de pCa 4.2, puis la fibre est relachée
par application de deux lavages avec une solution relaxante R.

Une solution de dépolymérisation contenant 540 mM de KCl est alors appliquée
pendant 20 minutes (Higuchi et Ishiwata, 1985).

Aprés dépolymérisation, la fibre est lavée deux fois avec la solution de
dépolymérisation et remise en condition relaxante dans une solution R. Le contrble de la
dépolymérisation est obtenu par application d’une solution de pCa 4.2, ou aucun
développement de tension active ne doit €tre obtenu. Aprés deux lavages avec la solution R,
la fibre est relachée et laissée pendant 5 minutes a sa longueur de repos "longueur au slack".
Apres la dépolymérisation, le protocole d’étirement passif décrit a la section précédente est

appliqué.

III - TECHNIQUES ELECTROPHORETIQUES

A - DISSOLUTION DES ECHANTILLONS

La composition en protéines contractiles et régulatrices des fibres musculaires
¢tudiées ou des muscles entiers est déterminée par électrophorése mono-dimentionnelle sur
gel de polyacrylamide en présence de sodium dodecy! sulfate (SDS PAGE) selon la technique
de Laemmli (1970). Les électrophoréses sont réalisées dans une cuve verticale (Hoeffer,
modele SE 600). La température est maintenue constante a 12°C pendant toute la durée de la
migration.

Apres chaque expérimentation, la fibre musculaire est placée dans un eppendorf en
présence de 10 pl de tampon de solubilisation (62.5 mM Tris-Hcl (pH 6.8), 10 % glycérol
(v/v), 2 % SDS (p/v), 5 % B-mercaptoétnanol (v/v), 0.02 % bleu de bromophenol (p/v)).
L’échantillon est ensuite passé au bain-marie a 80°C pendant 3 minutes puis conservé jusqu’a

I’analyse électrophorétique a - 80°C.
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Pour I’analyse électrophorétique sur muscle entier, des coupes musculaires sont
dissoutes dans une solution d’EDTA (6.35 mM, pH 7.0). L’échantillon est alors centrifugé a
13.000 tours/minute pendant 10 minutes a 4°C. Le dépot est lavé 2 fois a I’aide d’une solution
de KC1 50 mM puis dissout dans le tampon de solubilisation avant d’étre passé au bain marie
a 80°C pendant 3 minutes. La quantité de protéine de chaque échantillon est estimée grace a
la méthode de Lowry et coll. (1951) et est ajustée a 1 pg/ul. Les échantillons sont ensuite

stockés a - 80°C jusqu’a I’analyse électrophorétique.

B - SEPARATION DES ISOFORMES DES CHAINES LOURDES DE MYOSINE (MHC)

La séparation des différentes isoformes de MHC est réalisée grace a un gel de
concentration de 4.5 % et un gel de séparation de 7.5 % (Wada et coll., 1995). Le tampon de
migration a une composition de 190 mM de Glycine, 25 mM de Tris et 0.1 % de SDS (p/v).
La migration est réalisée pendant 24 heures a 180 volts constants avec une intensité de 10 mA
dans le gel de concentration et 13 mA dans le gel de séparation par plaque de 0.75 mm
d’épaisseur. La quantité¢ d’échantillon déposée par puits est équivalente a 1 pg de protéine
pour I’analyse sur muscle entier. Pour I’analyse des fibres de rat, la moitié du segment étudié
est déposé. Pour les expériences réalisées sur les fibres de souris, la totalité de la fibre est

déposée.

C - SEPARATION DES ISOFORMES DES CHAINES LEGERES DE MYOSINE (MLC)
ET DES ISOFORMES DE TROPONINE C (TnC)

Deux types de techniques électrophorétiques ont €té utilisée dans cette étude.

Lors des expériences réalisées sur les fibres musculaires de rat, la séparation des
isoformes de MLC et de TnC est réalisée grace a un gel de concentration de 6 % et un gel de
séparation de 12 % (Giulian et coll., 1983). Le tampon de migration a une composition de 300
mM de Glycine, 50 mM de Tris et 0.1 % de SDS (p/v). La migration est réalisée pendant 6
heures avec une intensité constante de 10 mA dans le gel de concentration et de 16 mA dans
le gel de séparation par plaque de 0.75 mm d’épaisseur. La quantité d’échantillon déposé par

puit correspond a la moitié€ de la fibre étudiée.
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Pour les expériences réalisées sur les muscles entiers de souris, la séparation
électrophorétique des isoformes de MLC et de TnC s’effectue selon un gradient linéaire
10-20 %, avec un gel de concentration de 4.5 % (Laemmli, 1970). Le tampon de migration a
une composition identique & celui utilisé pour la séparation des isoformes de MHC. La
migration est réalisée pendant 6 h 30 avec une intensité constante de 10 mA dans le gel de
concentration et de 13 mA dans le gradient par plaque de 0.75 mm d’épaisseur. La quantité

d’échantillon déposée par puits est équivalente & 1 pg de protéines.

D - SEPARATION DES ISOFORMES DE TITINE

La séparation des isoformes de titine a été réalisée en collaboration avec le Pr.
Granzier (Washington State University, Pullman, USA). Celle-ci est effectuée sur un gradient
linéaire 3.3-12 % (Granzier et Wang, 1993b). La titine étant une protéine de trés haut poids
moléculaire (= 3 Mda), aucun gel de concentration n’est utilisé pour faciliter sa pénétration
dans le gel. Le tampon de migration utilisé (Fairbanks et coll., 1971) est composé de 40 mM
de Tris-acétate, 20 mM d’acétate de sodium, 2 mM d’EGTA et de 0.1 % de SDS (p/v). La
migration est effectuée pendant 5 heures avec une intensité de 11 mA par plaque a

température ambiante.

E - COLORATION DES GELS

La technique de coloration utilisée est une coloration a 1’argent ammoniacal. Cette
technique d’une trés grande sensibilité permet la détection de 2 & 5 ng de protéines par bande
et est particuliérement adaptée a la détection de la faible quantité de protéine myofibrillaire
contenue dans une fibre musculaire.

Aprés migration, le gel est fixé pendant 30 minutes dans une solution contenant 50 %
(v/v) de méthanol et 10 % (v/v) d’acide acétique. Une deuxiéme fixation est réalisée pendant
une heure dans une solution contenant 5 % (v/v) de méthanol et 7 % (v/v) d’acide acétique.
Le gel est ensuite laissé toute la nuit dans une solution de glutaraldéhyde a 10 % (v/v). Un
ringage a I’eau distillée pendant 2 h 30 avec un changement de bain toutes les 20 minutes

permet d’éliminer 1’excés de glutaraldéhyde du gel.
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Les gels ayant servi & la migration des protéines myofibrillaires issues de fibres
musculaires sont ensuite plongés dans une solution contenant 5 pg/ml de dithiothreitol
pendant 30 minutes & I’abri de la lumiére. Cette manipulation supplémentaire pour ce type de
gel permet d’accentuer la détection et d’augmenter la reproductibilité de la coloration pour les
échantillons de faible concentration en protéines.

Le gel est ensuite coloré pendant 20 minutes a 1’abri de la lumiére dans une solution
d’argent ammoniacal composée de 0.5 % (v/v) d’amnoniaque 0.075 % (v/v) de soude et de
0.8 % (p/v) de nitrate d’argent.

Apreés 5 ringages d’une minute chacun a I’eau distillée, la révélation est initiée a I’aide
d’une solution de citrate de sodium (0.5 % p/v) et de formaldéhyde (0.18 % v/v). La
révélation est arrétée aprés obtention de ’intensité de coloration désirée en plongeant le gel
dans une solution d’acide acétique (1 % v/v) pendant 5 minutes, suivi d’un lavage de 10
minutes a I’eau distillée.

Le gel est alors photographié et une analyse densitométrique (Quantiscan, Biosoft,
Cambridge, Angleterre) des gels permet de déterminer les proportions relatives de chaque
isoforme des protéines myofibrillaires étudiées. L’identification des différentes isoformes de
chaque protéine est réalisée en fonction de son poids moléculaire, selon les données de la
littérature et, pour certaines d’entre elles, par analyse par immunoblot. Par ailleurs,
I’identification de I’isoforme rapide de TnC est effectuée par la migration de TnC rapide

purifiée.

F - IMMUNOBLOTS

Pour les expériences réalisées sur les muscles de souris, les isoformes lentes et rapides
de TnC sont séparées sur un gradient lin€aire 10-20 %, alors que les isoformes de MHC sont
séparées sur un gel a 7.5 % (voir paragraphes précédents). Apres électrophorése, les protéines
sont transférées selon la méthode de Towbin et coll. (1979) a voltage constant de 60 volts
pendant 6 heures, sur une membrane de nitrocellulose (Schleicher & Schuell, Dassel,
Allemagne) de porosité de 0.2 pm pour les isoformes de TnC ou 0.45 um pour les isoformes
de MHC.

Aprés transfert, la membrane de nitrocellulose est incubée a température ambiante

pendant 2 heures dans une solution tampon de PBS (pH 7.4) contenant 3 % (p/v) de sérum
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albumine bovine (BSA) et 0.02 % (p/v) d’azide de sodium. La membrane est ensuite incubée
toute la nuit dans la solution tampon PBS/BSA contenant le premier anticorps dilué au 1/200.
Pour I’identification des isoformes de TnC, le premier anticorps utilisé est un anticorps
monoclonal de souris reconnaissant la TnC cardiaque (NCL-TROPC, Novocastra, Ltd, New
castle, Angleterre). La membrane est ensuite lavée 2 fois 15 minutes a I’aide du tampon PBS
et incubée pendant 1 heure avec un deuxiéme anticorps anti IgG de souris marqu€ a la biotine
(B 6398, Sigma, St Louis, USA) dilué au 1/500. Apres 4 lavages de 5 minutes chacun avec du
tampon PBS, la membrane est incubée 1 heure avec le substrat extravidine-peroxidase (E
8386, Sigma, St Louis, USA) dilué au 1/500 dans du tampon PBS. La révélation est réalisée
par le diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB). La coloration est arrétée par lavage a

I’eau distillée.

Pour I’identification des isoformes de MHC, le premier anticorps utilisé est un
anticorps monoclonal de souris reconnaissant soit I’isoforme lente d¢ MHC (NCL-MHC:s,
Novocastra Ltd, New Castle, Angleterre), soit les isoformes rapides de MHC (NCL-MHCH,
Novocastra Ltd, New Castle, Angleterre). Le second anticorps utilisé est un anticorps anti IgG
de souris marqué a la peroxidase (A-2554, Sigma, St Louis, USA) dilué au 1/500. La
révélation est réalisée par le diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB). ). La coloration est

arrétée par lavage a I’eau distillée.

L’intensité de la coloration est quantifiée par analyse densitométrique et les résultats

sont exprimés en pourcentage du signal total.

IV - SOLUTIONS

Les produits chimiques entrant dans la composition des solutions proviennent de
Sigma Cheminal (St Louis, USA). La composition des solutions est déterminée a ’aide du
programme de Fabiato (1988), en utilisant les constantes d’association données par
Orentlicher et coll. (1977) pour les solutions pCa et par Moisescu et Thieleczek (1979) pour
les solutions pSr. Toutes les solutions ont une force ionique de 200 mM et un pH de

7.00 £ 0.01 et sont réalisées dans des conditions stériles.
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La solution de lavage (W) est composée d’adénosine triphosphate (ATP, 2.5 mM),
d’acide 3-morpholino-propane sulfonique (MOPS, 20 mM), de propionate de potassium (185
mM) et d’acétate de magnesium (2.5 mM).

La solution relaxante ou de pelage est composée d’ATP (2.5 mM), de MOPS
(20 mM), de propionate de potassium (170 mM), d’acétate de magnesium (2.5 mM) et de
K> EGTA (5 mM).

Les solutions activatrices pCa (pCa = -log [Ca®*]) ou pSr sont constituées de la
solution W, additionnée de quantités variables de calcium ou de strontium tamponnées par
IEGTA et mélangées en proportion adéquates pour obtenir les pCa (ou pSr) voulues.

La solution de dépolymérisation est composée de MOPS (20 mM), d’acétate de
magnésium (2.5 mM), de K; EGTA (5SmM) et de KCl (540 mM). Cette solution a une force
ionique finale de 570 mM et un pH de 7.00 £ 0.01.

V - ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS

Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyennes affectées de leur erreur
standard a la moyenne (X + E.S.M.). La comparaison entre les différents groupes est réalisée
par une analyse de variance suivie d’un test de student, p < 0.05 est choisi comme seuil de

signification.
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PREMIERE PARTIE

Etude des propriétés contractiles et élastiques de fibres musculaires de

soleus de rat apres une période d’hypodynamie-hypokinésie.

La premiére partie de ce travail vise & montrer les transformations du muscle a
I’échelon des protéines contractiles, en particulier de la MHC. La deuxi¢éme partie décrit les
propriétés contractiles (activation par les ions calcium et strontium), la vitesse maximale de
raccourcissement (Vy), ainsi que les propriétés élastiques actives (courbes T)) et passives de
fibres musculaires isol€es et pelées de soleus de rat. Deux groupes d’animaux ont été utilisés,
un groupe d’animaux contrdles et groupe d’animaux ayant subi une période de 14 jours de
suspension. Les propriétés contractiles et élastiques des fibres musculaires de soleus ont été
comparées a celles de I’extensor digitorum longus (EDL), muscle de type rapide. Chaque
fibre musculaire a été caractérisée & partir de sa composition en chaines lourdes et 1égéres de
myosine par technique électrophorétique. Les résultats présentés ne concernent que des fibres

musculaires dont I’ensemble des propriétés fonctionnelles et structurales a pu étre obtenu.

Ce travail a fait ’objet d’une publication dans Experimental Physiology, (1999), 84,
93-107.

I - MISE EN EVIDENCE DES TRANSFORMATIONS DU MUSCLE SOLEUS EN
CONDITIONS D’HYPODYNAMIE-HYPOKINESIE

La transformation des muscles soleus aprés suspension est €tudiée par technique
électrophorétique. Lors du prélévement, une partie du muscle est gardée pour ’analyse des
chaines lourdes de myosine (MHC). L’ensemble des résultats a été obtenu sur 5 animaux
contrdles et 8 animaux suspendus. La figure 30 et le tableau 2 donnent [’analyse

électrophorétique des MHC pour chaque groupe de muscles étudiés.
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Figure 30 : Séparation des isoformes de chaines lourdes de myosines (MHC) sur gel SDS-
PAGE a 7.5 % de muscles soleus contrbles (soleus Cont), de muscles soleus
suspendus (soleus Susp) et de muscles EDL contréles (EDL Cont).



soleus Cont

soleus Susp

@=15) n=28)
Composition en
MHC (%)
MHC I 69.95 £2.9 48.66 +2.76'
MHC IIA 30.05 £2.7 20.65 + 1.26"
MHC II D(X) - 18.57 £ 1.67
MHC IIB - 12.12+3.33

Tableau 2 : Composition en chaines lourdes de myosine (MHC) des muscles soleus contréles

(soleus Cont) et des muscles soleus suspendus (soleus Susp). Les chiffres entre
parenthéses indiquent le nombre de muscles étudiés. ¥ indique une différence

significative avec le groupe soleus Cont.
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Les muscles soleus contrdles expriment les isoformes de MHC I et de MHC IIA,
I’isoforme lente étant prédominante. Les muscles d’EDL contrdles ont été utilisés pour le
repérage des différentes isoformes : MHC I, MHC ITIA, MHC IID(X), MHC IIB.

Apreés suspension, la distribution des isoformes de MHC dans les muscles soleus est
modifiée et laisse apparaitre la présence des isoformes rapides de MHC IID(X) et de
MHC IIB. Ce profil électrophorétique montre I’existence en quantité approximativement
égale d’isoforme lente de MHC I et d’isoformes rapides de MHC IIA, IID(X) et IIB. De plus,
la présence des isoformes rapides de MHC IID(X) et de MHC IIB dans les muscles soleus
apreés atrophie, alors que ces isoformes ne sont jamais exprimées dans les muscles controles,
indique la transformation des muscles soleus suite & une période d’hypodynamie-hypokinésie.

11 s’agit d’une transition dans le sens lent — rapide.

II - ATROPHIE MUSCULAIRE

A - EVOLUTION DU POIDS DES SOLEUS

L’analyse du poids des muscles aprés 14 jours de suspension indique que les soleus
présentent une perte de poids de 49.9 % par rapport aux muscles contrles. La valeur
moyenne du poids du soleus passe en effet d’une valeur de 130.9 * 3.8 mg (n = 5) pour les
rats contrbles, a 65.6 + 2.8 mg (n = 8) pour les rats suspendus. Le rapport entre le poids du
muscle et le poids des animaux passe de 0.37 £ 0.01 pour les animaux contrdles a 0.23 = 0.01

aprés suspension (tableau 3).
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soleus Cont

(m=5)

soleus Susp
(n=8)

EDL Cont
(@=35)

Poids des muscles

(mg)

130.89 £ 3.81°

65.57 +2.76"

144.40 + 4.18"

Poids des
muscles/Poids des
animaux

(mg/g)

0.37 £0.01°

0.23 +0.017

0.41 +0.017

Tableau 3 : Evolution du poids des muscles soleus (soleus Cont) et EDL (EDL Cont) chez les
animaux contrdles et des muscles soleus apres 14 jours de suspension (soleus
Susp). Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de muscles étudiés. T
indique un différence significative avec le groupe soleus Cont, § indique une
différence significative avec le groupe EDL Cont.
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soleus soleus soleus EDL
Cont Susp L Susp R Cont
(n=18) (n=19) (@=17) (n=15)
Diamétre (um) | 73.25+1.80 | 57.79+249™ | 51.50+0.93" | 73.26+1.13
Py (mN) 0.33 £0.02° 0.22 +0.05™ 0.13+0.01™ 0.45 £ 0.03"
Po (kN m?) 78.89 +4.19% 7029 +8.815 | 60.21 £2.07" | 105.99 +3.66'

Tableau 4 : Evolution du diamétre et de la tension maximale (mN et kN m™) des fibres
musculaires de soleus contrdles (soleus Cont), des fibres lentes (soleus Susp L) et
rapides (soleus Susp R) de soleus suspendus et des fibres d’EDL contrdles (EDL
Cont). Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de fibres étudiées. +
indique une différence significative avec le groupe soleus Cont, § indique une
différence significative avec le groupe EDL Cont, * indique une différence
significative entre les fibres des groupes soleus Susp L et soleus Susp R.
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B - DIAMETRE DES FIBRES ET TENSIONS MAXIMALES

Le tableau 4 résume les résultats obtenus pour I’ensemble des fibres des muscies des
animaux contrdles et suspendus identifiées par analyse électrophorétique (paragraphe III-A).

Les fibres de soleus et ’EDL contrdles présentent des diameétres équivalents. Aprés
14 jours de suspension, il apparait une nette atrophie des fibres musculaires de soleus de rat.
En effet, le diamétre moyen diminue significativement de 21 % pour les fibres lentes soleus
suspendus et de 29.7 % pour les fibres de venues rapides par rapport au diamétre des fibres de
soleus contrdles. L’effet de I’atrophie apparait donc plus marqué pour les fibres devenues
rapides apres suspension.

La tension maximale (Po) développée par les fibres musculaires est induite par une
solution de pCa 4.2 (voir Matérie]l et Méthodes). Les fibres d’EDL contrdles développent une
tension maximale plus importante que les fibres de soleus contrbles. Aprés 14 jours de
suspension, la capacité des fibres musculaires a produire une tension maximale est diminuée
de 33.3 % pour les fibres lentes de soleus suspendus et de 60.6 % pour les fibres rapides de
soleus suspendus. Toutefois, lorsque cette tension maximale est rapportée a 1’unité de surface
(KN m™), aucune différence significative n’est observée pour les fibres lentes de soleus, alors
qu’une diminution de 23.7 % demeure pour les fibres de soleus devenues rapides par rapport
aux fibres controles. Ceci suggére que la chute de force peut étre directement reliée a la
diminution du diametre dans le cas des fibres lentes de soleus suspendus, tandis que des
interprétations complémentaires doivent étre proposées dans le cas des fibres devenues

rapides. Celles-ci seront envisagées dans le chapitre discussion..

III - PROPRIETES CONTRACTILES ET ELASTIQUES DE FIBRES
MUSCULAIRES SOUMISES A UNE ACTIVATION CALCIQUE

A - CARACTERISATION ELECTROPHORETIQUE DES FIBRES

L’analyse électrophorétique des chaines lourdes (MHC) et 1égéres (MLC) de myosine
a été effectuée sur un ensemble de 69 fibres. Un profil électrophorétique des différents types
de fibres est représenté a la figure 31 et les proportions relatives en chaines lourdes et 1égéres

de myosine sont reportées dans le tableau 5.
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Figure 31 : Profils électrophorétiques caractéristiques de fibres de soleus contrdles (soleus
Cont), de fibres lentes (soleus Susp L) et rapides (soleus Susp R) de soleus

suspendus et de fibres d’EDL contrdles (EDL Cont).

A : Séparation des isoformes de chaines lourdes de myosines (MHC) sur gel

SDS-PAGE 2 6 %.

B : Séparation des isoformes de chaines légeres de myosines (MLC) et de la

troponine C (TnC) sur gel SDS-PAGE a 12 %.
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soleus Cont | soleus Susp L. | soleus SuspR | EDL Cont
(n=18) (n=19) n=17) (n=15)
Composition en
MHC (%)
MHC I 100 100 23.8+6.9" -
MHC ITA/IID(X) - - 76.2 + 6.9% 485179
MHC IIB - - - 52479
Composition en
MLC (%)
MLCls 60.3+1.2 61.1£1.6 392 +3.9" -
MLC2s 39.7+£1.2 38.9+1.6 11.2+1.4" -
MLCI1f - . 289 + 128 453+25
MLC2f ) ) 19.9 +2.78 43.9+26
MLC3f - - 2.7 +0.4% 10.7£1.2

Tableau 5 : Evolution de la composition en chaines lourdes (MHC) et légéres (MLC) de

myosine des fibres de soleus contrbles (soleus Cont), des fibres lentes (soleus
Susp L) et rapides (soleus Susp R) de soleus suspendus et d’EDL contréles (EDL
Cont). Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de fibres étudiées. +
indique une différence significative avec le groupe soleus Cont, § indique une
différence significative avec le groupe EDL Cont, * indique une différence
significative entre les fibres des groupes soleus Susp L et soleus Susp R.
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Il faut noter ici qu’au moment ou ces expériences ont été réalisées (début de notre
thése), notre protocole expérimental ne nous permettait pas de séparer les isoformes de MHC
ITA et de MHC IID(X).

Les fibres de soleus contrdles (soleus Cont, n = 18) expriment ’isoforme lente de
MHC 1 et les isoformes lentes de MLC essentielles et régulatrices (MLC 1s et MLC 2s
respectivement). Les fibres d’EDL contrdles (EDL Cont, n = 15) co-expriment les isoformes
rapides MHC IIA/D(X) et MHC IIB, ainsi que les isoformes rapides des MLC essentielles et
régulatrices (MLC 1f, MLC 3f et MLC 2f respectivement). Sur les fibres étudiées, nous
n’avons pas détecté I’expression de MHC I bien que celle-ci soit présente a I’échelon du
muscle entier (voir tableau 2).L’analyse des fibres musculaires de soleus aprés suspension
(n = 36) révele deux populations de fibres. Dix neuf fibres expriment de mani¢re homogéne
les isoformes lentes de MHC et MLC et présentent le méme profil électrophorétique que les
fibres de soleus contrdles (figure 31). Cette population est identifiée comme une population
de fibres lentes : soleus Susp L. D’autres expériences électrophorétiques réalisées sur des
soleus de rats suspendus ont permis de déceler une trés faible population (n = 2) de fibres co-
exprimant une ou deux isoformes rapides de MHC avec la MHC 1. Ces fibres ont été appelées
hybrides lentes (voir figure 37). Ce type de fibre n’a pu étre décelé dans cette série de
muscles. La deuxiéme population (n = 17) présente un profil €lectrophorétique hybride
correspondant a la co-expression de I’isoforme lente de MHC I et de I’isoforme rapide de
MHC IA/D(X). Cette co-expression est caractérisée par la prédominance de I’isoforme
rapide et la population est identifiée comme une population de fibres hybrides rapides : soleus
Susp R. Ces fibres co-expriment également les isoformes lentes et rapides des chaines légéres
de myosine en proportions équivalentes (50 % de MLC lentes 1s et 2s, 50 % de MLC rapides
1f, 2f et 3f). Par ailleurs, les fibres rapides de soleus suspendus présentent une proportion plus
importante de MLC 2f que de MLC 2s (19.9 £ 2.7 % contre 11.2 £ 1.4 %), alors que pour la
MLC 1 l’isoforme lente est présente en proportion plus importante que l’isoforme rapide
(39.2 £ 3.9 % contre 28.9 £ 1.2 %).

Lors de I’analyse électrophorétique des chaines légéres de myosine, il nous a
également été permis d’analyser les différentes isoformes de troponine (TnC) exprimées dans
les fibres. Les fibres lentes de soleus contrdles et de soleus suspendus expriment I’isoforme
lente de TnC (TnCs). Par contre, les fibres rapides d’EDL contréles et de soleus suspendus
contiennent 1’isoforme rapide de TnC (TnCf). Toutefois, pour ces deux populations de fibres
la présence (ou absence) de TnCs ne peut étre déterminée, du fait de la co-migration de la
TnCs avec la MLC 2f.
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B - RELATIONS Tension/pCa ET Tension/pSr

Les relations Tension/pCa et Tension/pSr établies pour les fibres d’animaux contrdles
et suspendus sont illustrées a la figure 32 et les caractéristiques déduites de ces relations sont
résumées dans le tableau 6.

L’analyse des différents parameétres caractérisant les relations Tension/pCa, indique
que les fibres lentes de soleus contréles présentent des caractéristiques d’activation calcique
classiquement différentes de celles des fibres rapides d’EDL contréles, a savoir une sensibilité
plus forte (seuil d’activation plus bas) et une pente (ny) plus faible. Par contre, ces deux types
de fibres présentent une affinité¢ équivalente vis-a-vis des ions calcium (valeurs de pCasy non
significativement différentes). L’étude des relations Tension/pCa et Tension/pSr des fibres
contrbles en terme d’affinité relative vis-a-vis du calcium et du strontium (paramétre A)
montre que les fibres de soleus controles présentent une valeur moyenne de A faible (tableau
6), alors que les fibres d’EDL contrdles possédent une valeur de A nettement plus importante.
Ceci se traduit par des relations Tension/pCa et Tension/pSr trés proches pour les fibres lentes
de soleus et décalées pour les fibres rapides d’EDL contrdles.

Apres atrophie, on observe des différences entre les deux populations de fibres de
soleus suspendus. Les fibres lentes de soleus suspendus ont des caractéristiques trés proches
de celles des fibres de soleus contréles. Par contre, les fibres de soleus devenues rapides apres
suspension présentent des caractéristiques de fibres rapides (type EDL), se traduisant par :

- une perte d’affinité calcique : diminution significative de la valeur de la pCasy

- une évolution significative des valeurs de seuil et de pente vers des valeurs de type
rapide. Cette évolution est fortement marquée sur la valeur du seuil, qui indique une
sensibilité calcique plus faible que celle observée pour les fibres d’EDL Cont.

La relation Tension/pCa des fibres rapides de soleus suspendus est ainsi décalée vers
des concentrations calciques plus élevées.

Par ailleurs, 1’analyse du paramétre A permet de retrouver les deux catégories de fibres
présentes dans le muscle soleus apreés suspension, a savoir une catégorie de fibres lentes
(soleus Susp L) caractérisées par une valeur de A faible et des relations Tension/pCa et
Tension/pSr proches, ainsi qu'une catégorie de fibres rapides (soleus Susp R) qui posséde une

valeur de A élevée et des relations Tension/pCa et Tension/pSr trés distinctes (figure 32).
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Figure 32 : Relations Tension/pCa (®) et Tension/pSr (o) des fibres de soleus contrdles
(soleus Cont), des fibres lentes (soleus Susp L) et rapides (soleus Susp R) de
soleus suspendus et des fibres d’EDL controles (EDL Cont). Ces relations sont

ajustées a I’aide de 1’équation de Hill.
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soleus Cont soleus Susp L. | soleus Susp R EDL Cont

(n=18) (n=19) =17) (n=15)
pCa seuil 6.23 +0.05° 6.16+0.03° 5.87 £0.04™ 6.05 + 0.05
pCasp 5.41+0.02 541+0.01% | 535+0.01™ 5.40 £ 0.02
pSrso 5.24 £0.02} 521+0.03% 428 +0.03" 4.310.02"
A 0.16 £ 0.01° 0.19 +0.02% 1.07 £ 0.02" 1.02 +0.07'
ny 2.91+0.13° 3.14+0.148 | 468+0.36" 3.82+0.18'

Tableau 6 : Evolution des propriétés d’activation par les ions Ca** et Sr** des fibres de soleus
contrdles (soleus Cont), des fibres lentes (soleus Susp L) et rapides (soleus Susp
R) de soleus suspendus et des fibres d’EDL contrdles (EDL Cont). pCa seuil :
plus faible valeur de pCa qui permet le développement d’une tension, pCaso
(pSrsp) : valeur de pCa (pSr) qui induit 50 % de la tension maximale, A : valeur de
pCaso — pSrsp, ny : pente de la relation Tension/pCa. Les chiffres entre parenthéses
indiquent le nombre de fibres étudiées. T indique un différence significative avec
le groupe soleus Cont, § indique une différence significative avec le groupe EDL
Cont, * indique une différence significative entre les fibres des groupes soleus

Susp L et soleus Susp R.
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C - VITESSE MAXIMALE DE RACCOURCISSEMENT (Vo)

La valeur de Vj est déterminée grace a la méthode du slack test (voir Matériel et
Méthodes). Les histogrammes de répartition des valeurs de V, sont représentés a la figure 33
et les valeurs moyennes de Vo obtenues pour les différentes catégories de fibres sont
indiquées dans le tableau 7.

Les fibres rapides d’EDL contrdles ont une valeur moyenne de Vj plus élevée que
celle des fibres lentes de soleus contréles. De plus, la figure 33 indique que les fibres de
soleus controles présentent une distribution unimodale centrée sur leur valeur moyenne de Vy,
alors que les fibres d’EDL Cont sont positionnées dans une gamme de V| plus élevée.

Pour le groupe des animaux suspendus, les fibres lentes de soleus ont des valeurs de
V) réparties de fagon équivalente a celle des fibres de soleus contrdles et présentent la méme
valeur moyenne (tableau 7). Par contre, I’histogramme de répartition des valeurs de V pour
les fibres rapides de soleus est décalé vers des valeurs de Vy plus élevées, mais intermédiaires

entre celles des fibres de soleus et d’EDL contréles.

D - PROPRIETES ELASTIQUES DES FIBRES ACTIVEES MAXIMALEMENT.
RELATIONS Tension/détente

La figure 34 montre les enregistrements de la réponse en tension d’une fibre de soleus
et d’EDL de rat contr6les, suite & une série de détentes rapides. Sur cette figure et dans la suite
de ce paragraphe, la tension maximale sera notée T et la tension mesurée aprés une détente
rapide appliquée a une fibre activée maximalement est désignée par T; (voir Matériel et
Meéthodes).

La constante de temps T qui caractérise la phase de re-développement de la tension a
partir de son niveau T}, indique que les fibres rapides d’EDL contrdles re-développent une
tension plus rapidement que les fibres lentes de soleus controles (tableau 7).

Aprés une période de 14 jours de suspension, les fibres lentes de soleus ont une
constante T de valeur équivalente a celle des fibres de soleus contrdles, alors que les fibres
rapides de soleus suspendus présentent une diminution de la valeur moyenne t qui devient

comparable a celle observée pour les fibres rapides d’EDL contrdles.
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Figure 33 : Histogrammes de répartition des valeurs de la vitesse maximale de

raccourcissement (Vo) des fibres de soleus contrdles, des fibres lentes (soleus
Susp L) et rapides (soleus Susp R) de soleus suspendus et des fibres d’EDL
contrc‘>lles (EDL Cont). Vj est exprimée en longueur de fibre par seconde
(LF s™).
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soleus Cont soleus Susp L | soleus Susp R EDL Cont

(n=18) (n=19) @=17) (n=15)
Vo (LF s 0.71 £ 0.038 0.72 + 0.06% 1.02 +0.035"" 1.21 +0.06"
7 (ms) 3.92+0.11° 3.74 £0.12} 343 +0.147 3.31+0.10

Compliance 1.73 + 0.06° 1.88 +0.07% 2.21+0.05" 2.23 +0.08'
(AL/L 107

Tableau 7 : Evolution des paramétres cinétiques et €lastiques des fibres de soleus contrdles
(soleus Cont), des fibres lentes (soleus Susp L) et rapides (soleus Susp R) de
soleus suspendus et des fibres d’EDL contrdles (EDL Cont). Les chiffres entre
parenthéses indiquent le nombre de fibres étudiées. Vy : vitesse maximale de
raccourcissement exprimée en longueur de fibre par seconde, 7 : constante de
temps du re-développement de la tension suite & une détente rapide de la fibre,
compliance : paramétre élastique. T indique un différence significative avec le
groupe soleus Cont, § indique une différence significative avec le groupe EDL
Cont, * indique une différence significative entre les fibres des groupes soleus
Susp L et soleus Susp R.
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Figure 34 : Exemples d’enregistrements des variations de tension (tracés inférieurs) suite &
des variations de longueur (tracés supérieurs) imposées a une fibre de soleus
contrdle (soleus Cont) et d’EDL contréle (EDL Cont) en contraction isométrique
maximale. A chaque reldchement, la tension isométrique maximale Ty chute 4 un

niveau de valeur T;.
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La valeur de la tension T; est fonction de ’amplitude du reldchement de la fibre et
varie linéairement dans la gamme 0.6 - 1.0 T}/To (figure 35). L’intersection de cette droite
avec I’axe des abscisses donne une valeur expérimentale de la compliance instantanée de la
fibre étudiée (voir Matériel et Méthodes). Les fibres d’EDL controles présentent une valeur
moyenne de compliance significativement plus élevée que les fibres de soleus contrdles
(tableau 7). Aprés atrophie, on observe une légére augmentation de la compliance des fibres
lentes de soleus suspendus bien que celle-ci ne soit pas significative. Par contre, les fibres
rapides de soleus suspendus ont une valeur de compliance significativement augmentée,
devenant équivalente a celle trouvée pour les fibres rapides d’EDL controles.

Ainsi, les fibres lentes de soleus contrles et de soleus suspendus qui expriment
I’isoforme lente de MHC I, ont une valeur de compliance plus faible que les fibres d’EDL
contrdles qui co-expriment les isoformes rapides de MHC IIA/D(X) et MHC IIB. De plus, les
fibres de soleus devenues rapides aprés suspension et qui co-expriment I’isoforme lente de
MHC I et rapide de MHC IIA/D(X), ont une valeur de compliance équivalente a celle trouvée
pour les fibres d’EDL controles.

IV - PROPRIETES ELASTIQUES PASSIVES

A - COMPOSITION EN ISOFORMES DE TITINE DES MUSCLES ENTIERS

L’analyse électrophorétique indique pour les muscles soleus et EDL contrdles la
présence d’une bande majeure et de méme niveau de migration, qui est trouvée étre
intermédiaire & celle des isoformes T1 des muscles cardiaque de rat et soleus humain (figure
36). Cette bande a été identifiée comme la bande T1 de titine pour les muscles soleus et EDL
contrdles et indique I’expression de la méme isoforme dans ces deux muscles. En outre, on
peut observer pour les muscles soleus contrdles, la présence d’une bande diffuse au dessus de
la bande T1 de titine (Granzier et Wang, 1993b). A cause de sa plus faible mobilité
électrophorétique, celle-ci ne peut correspondre a un produit de dégradation de la titine et n’a

pas €ét¢€ identifiée.
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Figure 35 : Relations Tension/détente des fibres de soleus controles (soleus Cont), des fibres

lentes (soleus Susp L) et rapides (soleus Susp R) de soleus suspendus et des fibres
d’EDL controles (EDL Cont). Les tensions T; sont normalisées & la tension
isométrique maximale Ty, les variations de longueurs AL sont normalisées a la
longueur L, de la fibre. Pour chaque relation une droite est tracée a travers les
points expérimentaux (0.6-1.0 T,/To) en utilisant la méthode des moindres carrés
(r 2 0.99). L’intersection de cette droite avec 1’axe des abscisses donne la valeur
de compliance moyenne de I’ensemble des fibres étudiées.
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Figure 36 : Identification électrophorétique de I’expression des isoformes de titine.
T1 et T2 : bandes T1 et T2, respectivement, de titine de coeur de rat. * niveau de
migration des isoformes de titine exprimées dans les muscles soleus controles,
soleus suspendus et EDL contréles de rat.

: ceeur de rat.

: muscle soleus contréle.

: muscle soleus suspendu.

: muscle EDL contrdle.

: muscle soleus humain.

o A0 oW
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Aprés suspension, les muscles soleus présentent une bande de migration de méme
mobilité électrophorétique que la bante T1 de titine des muscles soleus et EDL contrdles. Ce
résultat contraste avec I’analyse des chaines lourdes de myosine, ou aprés suspension on

observe I’apparition d’isoformes qui ne sont pas exprimées dans les muscles soleus contréles.

B - CARACTERISTIQUES DES FIBRES SOUMISES A CES EXPERIENCES

Pour cette partie de 1’étude, un autre groupe d’animaux contrdles et suspendus a été
utilisé. Les biopsies ont été pelées et conservées avec des inhibiteurs de protéases pour éviter
la dégradation de la titine, protéine trés sensible du fait de son haut poids moléculaire (voir

Matériel et Méthodes). Par ailleurs, les biopsies sont conservées au maximum 15 jours.

Les fibres musculaires sont identifiées aprés chaque expérience par analyse
électrophorétique des chaines lourdes de myosine. Les résultats sont représentés a la figure
37. L’ensemble des fibres de soleus contrdles (n = 13) expriment uniquement I’isoforme lente
de MHC I. Les fibres d’EDL contrdles (n = 14) expriment les isoformes rapides de MHC IIA,
IID(X) et IIB. L’isoforme lente de MHC I n’est pas détectée dans les fibres d’EDL étudiées
ici, mais nous savons que cette isoforme est présente dans les muscles entiers, cependant en
faible quantité.

Aprés atrophie, I’hétérogénéité¢ de la population de fibres trouvées refléte la
composition en MHC au niveau des muscles entiers. On distingue ainsi deux types de fibres,
des fibres de type lent (n = 15) qui expriment soit uniquement, soit majoritairement 1’isoforme
lente de MHC I et des fibres de type rapide (n = 13), qui expriment principalement 1’isoforme
rapide de MHC IIA associée en proportion variable aux autres types de MHC.

La suspension provoque 1’apparition de fibres hybrides rapides co-exprimant des
MHC de type rapide de fagon prédominante par rapport a la MHC I. Sur ce lot d’animaux, des
fibres de type hybride lent apparaissent : une en condition contréle et deux aprés suspension.
Les transformations sont relativement plus marquées que dans le lot précédent (paragraphe
II-A) puisque des fibres ne contenant que des isoformes de MHC rapides sans co-expression
de MHC I ont pu étre détectées. Les MHC de type rapide sont ici outre la MHC IIA, les MHC
IID(X) et MHC IIB.
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Figure 37 : Histogramme de répartition de la composition en chaines lourdes de myosine
(MHC) des fibres de soleus contrdles (soleus Cont), des fibres lentes (soleus
Susp L) et rapides (soleus Susp R) de soleus suspendus et des fibres d’EDL
contrdles (EDL Cont). La composition en MHC de chaque fibre est indiquée en
fonction de I'ordre décroissant de la quantité relative de chaque isoforme.
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De plus, I’analyse des diamétres moyens des fibres musculaires de soleus aprés
suspension (figure 38), indique une atrophie importante a la fois pour les fibres lentes
(54.3 %) et pour les fibres devenues rapides (47.3 %) par rapport au diametre des fibres de

soleus controles.

C - RELATIONS Tension passive/longueur de sarcomere

Les courbes Tension passive/longueur de sarcomeére sont obtenues suite a 1’étirement
passif des fibres musculaires (voir Matériel et Méthodes). Avant chaque expérience, un
traitement des fibres par une solution de Triton X100 et de Brij permet de renforcer le
protocole de pelage. Les fibres ainsi obtenues ont, outre la perméabilisation du sarcolemme,
un réticulum sarcoplasmique détruit, ce qui enléve & ces structures toute possibilité de
participer & la génération de tension passive. De plus, I'utilisation d’inhibiteurs de protéases
dans les solutions permet de préserver l’intégralité de la molécule de titine au cours de
I’expérience.

Lorsque une fibre musculaire est étirée (puis relachée) passivement, elle présente une
réponse mécanique de type visco-€lastique. A chaque étirement, la tension augmente
rapidement vers une valeur pic, puis diminue de fagon exponentielle vers une valeur
"plateau”. De la méme maniére, & chaque reldchement la tension chute puis remonte
légérement vers une valeur "plateau”. Ce phénomene de relaxation visco-élastique s’effectue
sans variation de longueur de sarcomére (figure 39). Nous avons défini expérimentalement la
valeur de tension plateau, la tension atteinte a la fin des 3 minutes du temps de relaxation qui
suit chaque étirement/reldchement de la fibre. Notre objectif dans cette étude est de corréler
les propriétés élastiques passives des fibres musculaires a I’isoforme de titine exprimée. C’est
pourquoi nous avons choisi d’étudier suite & un étirement réalisé a faible vitesse, les
variations de tension survenant aprés le phénoméne de relaxation, plutét que 1’analyse
dynamique de ce phénoméne, qui dépend de I’amplitude et de la vitesse de 1’étirement.

La relation Tension passive/longueur de sarcomére met en évidence un phénomeéne
d’hystérésis lors de la phase de reldchement (figure 40). La valeur de la tension passive est
toujours plus importante lors de 1’étirement que lors du reldchement pour une longueur de

sarcomére donnée. Ce phénoméne est toujours observé sur des tissus biologiques ayant des
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fibres d’EDL contréles (EDL Cont). T indique un différence significative avec le
groupe soleus Cont, § indique une différence significative avec le groupe EDL
Cont.
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Figure 39 : Illustration du protocole expérimental d’étirements passifs sur une fibre d’EDL
contrble de rat. Les variations de la tension passive, la longueur du sarcomére et
les changements de longueur de la fibre sont enregistrés. La fibre qui baigne dans
une solution relaxante est étirée puis relachée par pas de 10 % en 15 secondes. A
la fin de chaque étirement/relachement la longueur de la fibre est maintenue
constante pendant 3 minutes. La tension augmente pendant 1’étirement puis
décroit pour se stabiliser & une valeur "plateau” choisit arbitrairement a la fin des
3 minutes du temps de relaxation. Lors de la phase de relichement, la tension
décroit pour se stabiliser également & une valeur "plateau" (illustrée dans
I'encadrement en haut a gauche). La relation entre la longueur de la fibre et la
longueur de sarcomére est illustrée en encart, la linéarité de cette relation atteste
de la rigidité de notre systéme expérimental.
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complet. Ce phénoméne d’hystérésis est décrit pour les structures visco-
élastiques.
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propriétés visco-€élastiques et indique que la structure répond en fonction de I’amplitude et du
sens de la contrainte imposée (étirement ou reldchement).

Pour contrdler les points d’attache de chaque fibre au systéme de mesure, la relation
longueur de la fibre/longueur de sarcomére est tracée pour chaque expérience (figure 39,
encart). La relation linéaire obtenue est utilisée comme indicateur d’une fixation rigide de
I’ensemble expérimental (r = 0.98). Par conséquent, la tension mesurée refléte le

comportement élastique passif de la fibre étudiée.

Dans un premier temps, des expériences contrdles ont été réalisées sur des fibres de
soleus et de psoas de lapin. Ces expériences ont pour but de reproduire les données décrites
dans la littérature et de valider notre protocole expérimental. Ces résultats sont illustrés a la
figure 41. Les relations Tension passive/longueur de sarcomeére de ces deux types de fibres
présentent un tracé distinct. Les fibres de psoas développent des niveaux de tension passive
plus élevés que les fibres de soleus. De plus, les fibres de psoas présentent un point de rupture
SL, beaucoup plus faible (3.82 + 0.07 pm) que les fibres de soleus (4.40 £ 0.05 pm). Ces
résultats sont en accord avec ceux déja décrits par différents auteurs (Granzier et Wang,
1993a ; Granzier et Irving, 1995 ; Linke et coll., 1996 ; Wang et coll., 1991).

Les relations Tension passive/longueur de sarcomére obtenues pour les fibres de
soleus et ’EDL contrdles de rat sont illustrées & la figure 42 et les paramétres issus de ces
relations sont reportés dans le tableau 8.

Les fibres de soleus et d’EDL contrfles présentent des relations Tension
passive/longueur de sarcomére multiphasiques, classiquement décrites dans la littérature pour
des fibres de muscle squelettique. Suite a I’étirement, la tension passive croit progressivement
a partir de la longueur de repos "au slack" des sarcoméres (SL;). Cette augmentation de
tension passive s’effectue de fagon exponentielle jusqu’a un point de rupture (SLy). Aprés ce
point, la tension passive continue d’augmenter progressivement en fonction de 1’étirement
mais de facon plus faible. Les valeurs de SL; sont différentes entre les fibres de soleus et
d’EDL contrdles. Par contre, ces deux types de fibres présentent des relations Tension
passive/longueur de sarcomeére similaires, avec un point SL, non significativement différent
(tableau 8). Les fibres de soleus contrles semblent toutefois développer des niveaux de
tension passive légérement supérieurs a ceux observés pour les fibres d’EDL. Cette différence

est plus marquée pour des étirements au-dela du point SL,.
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soleus Cont soleus Susp L soleus Susp R EDL Cont
(n=13) (n=15) (n=13) n=14)
Longueur de fibre 1800 £+ 58 1602 + 34 1765 + 85 1636 + 40
(nm)

SLs (um) 2.10 £ 0.03¢ 2.20+0.05 2.19+0.04 2.28 +0.04'

SLy (um) 4.11 £0.04 - - 4.17 £0.04

SLy déformation 0.99 + 0.03° 0.98 £0.03 0.97 £0.03 0.87 £ 0.02
E (kN m?) 93.40£2.17° | 80.94£1.95™ | 72.88+£1.15" | 9887 +1.03'

Tableau 8 : Evolution des propriétés élastiques des fibres de soleus contrbles (soleus Cont),
des fibres lentes (soleus Susp L) et rapides (soleus Susp R) de soleus suspendus
et des fibres d’EDL contrdles (EDL Cont). Les chiffres entre parenthéses
indiquent le nombre de fibres étudiées. SL; : longueur de sarcomére au repos "au
slack”", SLy: longueur de sarcomére a laquelle la relation Tension
passive/longueur de sarcomére marque une rupture, SLy aformation : Valeur de
déformation de la fibre a laquelle la relation Tension passive/déformation marque
une rupture, E: module de Young complexe. { indique une différence
significative avec le groupe soleus Cont, § indique une différence significative
avec le groupe EDL Cont, * indique une différence significative entre les fibres
des groupes soleus Susp L et soleus Susp R.
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D - RELATIONS Tension passive/déformation

Les fibres de soleus suspendus possédent un niveau de diffraction laser trés faible, ce
qui rend difficile la lecture des longueurs de sarcomere. Un autre mode de représentation a
donc été choisi et nous avons décrit les variations de tension passive en fonction de la

déformation de la fibre suivant :

L
déformation de la fibre = Z- -1 avec

S

L = longueur de la fibre 4 un étirement donné

L; = longueur initiale de la fibre lorsque les sarcoméres sont au repos "au slack".

La figure 43 représente les relations Tension passive/déformation pour les fibres de
soleus et d’EDL contréles. Les deux relations apparaissent confondues pour des faibles
niveaux de déformations. Toutefois, les fibres d’EDL controles présentent un point de rupture
(SL, asformation) plus faible que celui observé pour les fibres de soleus contrdles (tableau 8).

Aprés suspension, les fibres lentes de soleus présentent une courbe Tension
passive/déformation équivalente a celle obtenue pour les fibres de soleus contrdles (figure 44-
A). Par contre, la relation Tension passive/déformation des fibres rapides de soleus suspendus
est sensiblement différente de celle obtenue pour les fibres de soleus contrdles. En effet, pour
une méme valeur de déformation, on observe un niveau de tension passive plus faible pour les
fibres rapides de soleus suspendus que pour les fibres de soleus contrdles (figure 44-B). Par
contre, aprés suspension, les deux catégories de fibres de soleus ont une valeur de

SLy geformation identique a celle obtenue pour les fibres de soleus contrdles (tableau 8).
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La phase de croissance exponentielle des relations Tension passive/déformation peut
étre ajustée par la relation :

c=E&’ou
¢ = tension passive (kN m?)
E = module de Young complexe

¢ = déformation de la fibre (2L— - 1) voir paragraphe précédent.

5

L’ajustement des relations a été effectué jusqu’a une valeur de déformation de la fibre
de 0.7, valeur en dessous des valeurs de SLy geformation trouvées pour les différents groupes de
fibres. Le tableau 8 reprend les valeurs de module de Young complexe trouvées pour les
différentes catégories de fibres.

Les fibres de soleus contrdles ont un module de Young complexe de valeur
sensiblement plus faible que celle obtenue pour les fibres d’EDL contrdles. Ceci se traduit au
niveau des relations Tension passive/déformation par une pente légérement plus faible pour
les fibres de soleus, comparée aux fibres d’EDL contrdles (figure 43).

Apres suspension, les fibres lentes et rapides de soleus indiquent une diminution de la
valeur de leur module de Young complexe, comparé a celle trouvée pour les fibres de soleus

contrdles. Les fibres rapides de soleus suspendus présentent la plus forte diminution.

E - EXPERIENCES DE DEPOL YMERISATION

Le segment de la molécule de titine qui participe a la génération de tension passive
suite & un étirement correspond 2 la partie libre localisée au niveau de la bande I. Toutefois, la |
portion de la molécule de titine liée a la myosine dans la bande A peut également présenter
des propriétés élastiques et participer a la génération de tension passive. Dans cette partie du
travail, nous avons étudié les propriétés €lastiques de la portion de la molécule de titine
localisée dans la bande A suite a la dépolymérisation partielle des filaments €pais de myosine.
La dépolymérisation est réalisée a I’aide d’une solution de KCI 540 mM pendant 20 minutes
(voir Matériel et Méthodes).

La dépolymérisation sélective du filament épais de myosine par la solution de KCI est
contrdlée grice a I’électrophorése des chaines lourdes de myosine de chaque fibre. Comme
I’actine n’est pratiquement pas extraite avec la solution de KCl de forte force ionique

(Higuchi et Umazume, 1985), cette protéine est utilisée comme standard de calibration pour
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chaque fibre lors de I’analyse densitométrique des gels. Certains auteurs ont constaté aprés
suspension une diminution de la quantité de I’ARN messager codant pour 1’actine (Stevens et
coll., 1999 ; Thomason et Booth, 1990). C’est pourquoi, les rapports MHC/actine pré et post-
dépolymérisation sont comparés pour un méme groupe. Dans ce cas, le pourcentage de
dépolymeérisation n’est pas influencé par la quantité relative d’actine et peut &tre comparé
d’un groupe a I’autre. Les résultats sont présentés dans le tableau 9.

Les conditions expérimentales utilisées entrainent une dépolymeérisation homogéne
d’environ 50 % du filament épais de myosine, quel que soit le type de fibre étudié. Les
relations Tension passive/déformation pour chaque catégorie de fibres sont illustrées aux
figures 45 et 46. Les parametres de 1’ajustement mathématique de la phase de croissance
exponentielle de ces relations sont reportés dans le tableau 10.

Les fibres de soleus et d’EDL contrbles montrent aprés dépolymérisation une
modification de leurs propriétés élastiques passives. En effet, celles-ci développent aprés
dépolymérisation des niveaux de tension passive plus faibles (figure 45). De plus, on observe
pour ces deux types de fibres une diminution équivalente, non statistiquement différente, de la
valeur de leur module de Young complexe. Ceci suggere que la portion de titine libérée suite
a la dépolymérisation présente des propriétés élastiques identiques dans les deux types de
fibres.

Les fibres lentes et rapides de soleus suspendus développent également aprés
dépolymérisation des tensions passives plus faibles (figure 46). La diminution équivalente de
la valeur du module de Young complexe pour ces deux catégories de fibre aprés
dépolymeérisation (tableau 10), suggere des propriétés élastiques passives identiques de la
portion de titine libérée entre les fibres de soleus suspendus, comme pour les fibres de soleus
et d’EDL contréles.

Ainsi, les conditions de dépolymérisation ayant été identiques quel que soit le type de
fibre étudié, ces résultats indiquent qu’aucune modification de la portion de la titine liée 2 la

myosine dans la bande A n’a été induite apreés atrophie.
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soleus Cont | soleus Susp L | soleus Susp R EDL Cont
ré-
dépolymérisation 4.34 +0.50} 4.16 £ 0.50° 5.59 +0.49% 7.59 +0.65
(n=13) (n=15) (n=13) (n=14)
rapport MHC/actine
post-
dépolymérisation 2.03 +0.208 1.91 +£0.29° 2.51+0.58 3.74+£0.17
(n=238) n=135) (n=5) n=5)
rapport MHC/actine
pourcentage de
dépolymérisation 47 % 46 % 45 % 49 %

Tableau 9 : Analyse de la quantité relative de chaines lourdes de myosine (MHC) par rapport
a celle d’actine, pour des fibres de soleus contrdles (soleus Cont), des fibres
lentes (soleus Susp L) et rapides (soleus Susp R) de soleus suspendus et des fibres
d’EDL contréles (EDL Cont). Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre
de fibres étudiées. Les résultats ont été obtenus avant (pré) et aprés (post) la
dépolymérisation du filament épais de myosine par une solution KCl a 540 mM.
+ indique une différence significative avec le groupe soleus Cont, § indique une
différence significative avec le groupe EDL Cont.
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Figure 45 : Relations Tension passive/déformation pour les fibres de soleus contrdles (soleus
Cont) et d’EDL contréles (EDL Cont), avant (symboles pleins) et aprés
(symboles évidés) dépolymérisation du filament épais de myosine par une
solution de KC1 540 mM.
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Figure 46 : Relations Tension passive/déformation pour des fibres lentes (soleus Susp L) et
rapides (soleus Susp R) de soleus suspendus, avant (symboles pleins) et aprés
(symboles évidés) dépolymérisation du filament épais de myosine par une
solution de KC1 540 mM.
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soleus Cont | soleus Susp L | soleus SuspR | EDL Cont
ré-
dépolymérisation | 93.40+2.17% | 88.94+1.95% | 72.88 +1.15™" | 98.87+1.03'
(m=13) (n=15) (n=13) (n=14)
E (kN m?)
post-
dépolymérisation | 49.53 +0.61% | 44.69 + 1.64™" | 34.56 +0.56'" | 58.50+0.60"
(n=218) (n=5) (n=35) (n=5)
E (kN m?)
Diminution (%) 47 % 45 % 53 % 41 %

Tableau 10: Evolution du module de Young complexe avant (pré) et aprés (post)

dépolymérisation du filament épais de myosine pour des fibres de soleus
contrdles (soleus Cont), des fibres lentes (soleus Susp L) et rapides (soleus
Susp R) de soleus suspendus et des fibres d’EDL contrdles (EDL Cont). Les
chiffres entre parenthé¢ses indiquent le nombre de fibres étudiées. T indique une
différence significative avec le groupe soleus Cont, § indique une différence
significative avec le groupe EDL Cont, * indique une différence significative
entre les fibres des groupes soleus SuspL et soleus Susp R.
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DEUXIEME PARTIE

Etude des propriétés contractiles de fibres musculaires de souris

atteintes d’une maladie dégénérative du motoneurone.

Cette deuxiéme partie du travail décrit les propriétés contractiles d’activation par les
ions calcium et strontium de fibres isolées des muscles sternocleidomastoid (SCM) et soleus
de souris. Les animaux utilisés sont des souris wobbler qui présentent une dégénérescence des
motoneurones situés dans la corne ventrale de la moelle épiniére cervicales. Deux stades
d’évolution de la maladie ont été choisis : 5 et 7 semaines. Les effets de la pathologie et sa
progression ont €té suivis d’une part sur muscles entiers, par 1’analyse €lectrophorétique des
chaines lourdes (MHC) et 1égéres (MLC) de myosine ainsi que de la troponine C et d’autre

part, par 1’étude des propriétés contractiles de fibres musculaires isolées.

Ce travail fait ’objet d’une publication dans Experimental Neurology (actuellement en

révision aprés corrections).

I- EVOLUTION DES PROPRIETES STRUCTURALES DES MUSCLES SOLEUS ET
SCM DE SOURIS

A - ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES MUSCLES ENTIERS

La détermination é€lectrophorétique des isoformes des chaines lourdes (MHC) et
légéres (MLC) de myosine, ainsi que celle des isoformes de TnC a été réalisée sur 1’ensemble
des muscles étudiés. Toutefois, seule 1’étude des MLC a 7 semaines a été réalisée sur le

muscle soleus. Les résultats sont reportés dans le tableau 11.
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soleus SCM
5 semaines 7 semaines 5 semaines 7 semaines
contrble wobbler contrdle wobbler contrdle wobbler contrdle wobbler
n=2) n=2) (n=35) (n=6) n=2) n=2) (n=6) (n=6)
MHC (%
MHC I 2940+£1.50 49.91+098* 37.19+1.86 62.07+5.94* 0 12.35+1.25* 0 4.93 £ 1.64*
MHC IA/D(X) 62.00+7.90 50.09+£097 57.98+246 36.73+5.83*|17.34+£2.56 53.10+£8.60 42.73+1.64" 68.12+542*
MHCIIB 9.10+9.10 0 579+347 1.20+1.20 |8291+2.31 3580+6.50* 57.43+1.58" 26.94 = 5.89*
MLC (%)
MLC 1s/1s+1f N.D. N.D. 50.60+£2.20 5642£248 0 8.06£238 13.40+4.16 23.06+7.51
MLC 2s/2s+2f N.D. N.D. 37.09£3.25 4251+1.17 0 6.82+£220 124+124 11.06%191*
MLC 1f/1s+1f N.D. N.D. 4937+2.19 43.58+3.67 100 91.93+2.38 86.59+4.16 76.93=7.51
MLC 2f2s+2f N.D. N.D. 6290+3.25 5748%1.17 100 93.17+£220 98.76+124 88.93+191*
MLC 3f/1s+1f N.D. N.D. 1791 £1.38 20.09+1.63 [3120+£2.24 2947+126 37.93£425 3823+483
InC (%)
TnC lente 62.17+x4.51 7230191 6557+3.81 79.92+4.27*|12.32+585 41.04+425 533+4.13 30.54%5.33%
TnC rapide 3781451 27.68+191 3442=3.81 20.07+4.27*|87.67+586 5895+4.25 94.66+4.14 69.46*5.33*

Tableau 11 : Evolution de la composition en chaines lourdes (MHC) et légéres (MLC) de
myosine et en troponine C (TnC) des muscles soleus et SCM de souris dgées de
5 et 7 semaines. Les différentes isoformes de MHC sont exprimées en fonction
de la quantité totale de MHC. Chaque isoforme de MLC est exprimée en
fonction de la quantité totale des isoformes lentes et rapides. La MLC 3f est
exprimée en fonction des isoformes de MLC 1. Les isoformes de TnC sont
exprimées en fonction du signal total des immunoblots. N.D., non déterminé.
Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de muscles étudiés.

* indique une différence significative avec le groupe contrdle du méme age.

t indique une différence significative entre 5 et 7 semaines.
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Figure 47 : Profils électrophorétiques caractéristiques des muscles soleus et SCM de souris
contrdles et wobbler dgées de 7 semaines. Ligne a : muscle soleus contrdle, ligne
b : muscle soleus wobbler, ligne ¢ : muscle SCM contrdle, ligne d : muscle SCM

wobbler.
A : séparation des chaines lourdes de myosine (MHC) sur un gel SDS-PAGE a

7.5%.
B : séparation des chaines légéres de myosine (MLC) sur un gel SDS-PAGE 10-

20 %.
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1 - Analyse des isoformes de MHC

Un exemple de profil électrophorétique est illustré a la figure 47-A pour les muscles
soleus et SCM a 7 semaines. Les muscles soleus contrdles expriment majoritairement la MHC
ITA et IIB. Ces isoformes représentent 4 5 semaines 71 % du pourcentage total de MHC et
63 % & 7 semaines (tableau 11). Une légére augmentation de la proportion en MHC I est
observée a 7 semaines, bien que celle-ci ne soit pas significative.

Les muscles SCM contréles expriment uniquement les isoformes de MHC IIA et de
MHC IIB. L’isoforme de MHC IIB est principalement exprimée & 5 semaines, alors qu’a 7
semaines les 2 isoformes rapides de MHC sont présentes en quantités équivalentes.

Chez les animaux wobbler, I’analyse électrophorétique révéle pour le muscle soleus
une augmentation d’expression de la MHC I accompagnée d’une diminution de I’expression
de la MHC IIA. Cette redistribution des isoformes de MHC vers un type lent est observable
aussi bien 4 5 qu’a 7 semaines (tableau 11). L’analyse électrophorétique des muscles SCM
des animaux wobbler indique 1’apparition de la MHC I, isoforme non exprimée chez les
contrdles. Ceci est observé sur les animaux agés de 5 et de 7 semaines et est accompagné
d’une réorganisation de I’expression des isoformes rapides de MHC. En effet, quel que soit
I’age étudié on observe une nette diminution de I’expression de la MHC IIB accompagnée
d’une augmentation de ’expression de l’isoforme de MHC IIA comparée aux animaux
contrdles.

L’isoforme de MHC IID(X) n’est jamais exprimée chez les animaux contrdles et
wobbler, bien que la technique électrophorétique utilisée nous permet de la détecter dans les

muscles de rat.

2 - Analyse des isoformes de ML.C

Un profil électrophorétique typique des muscles soleus et SCM & 7 semaines est
illustré a la figure 47-B. La proportion de chaque isoforme de MLC est exprimée en fonction
de la quantité totale des formes lentes et rapides de I’isoforme considérée. La quantité de
MLC 3f est exprimée en fonction des isoformes essentielles de MLC (MLC 1s et 1f) (tableau
11).

Les muscles soleus contrbles co-expriment a 7 semaines I’ensemble des isoformes
lentes et rapides des MLC. Les formes lentes et rapides des chaines légéres essentielles
(MLC 1) sont présentes en quantité équivalente, alors que pour les MLC régulatrices (MLC 2)
I’isoforme rapide de MLC 2f est exprimée de fagon prédominante. Les muscles SCM

controles expriment & 5 semaines uniquement les formes rapides de MLC. A sept semaines,
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on observe I’apparition d’une faible quantité d’isoformes lentes des chaines légéres
essentielles et régulatrices.

Les muscles soleus d’animaux wobbler ne montrent pas de changement dans leur
contenu en MLC a 7 semaines. Par contre, pour les muscles SCM, on observe 1’apparition des
isoformes lentes de MLC a 5 semaines. Leur proportion augmente & 7 semaines de maniére
significative pour la MLC 2s. Toutefois, ’expression des formes rapides des MLC reste

prédominante dans les muscles d’animaux wobbler quel que soit 1I’4ge étudié.

3 - Analyse des isoformes de TnC

L’analyse par immunoblot de I’expression des isoformes de troponine C (TnC) a
également été réalisée sur I’ensemble des muscles étudiés. La figure 48 montre un
immunoblot caractéristique des muscles soleus et SCM a 7 semaines. L’anticorps anti TnC
cardiaque utilisé reconnait une bande dans un extrait de muscle cardiaque, identifiée comme
étant de la TnC lente cardiaque (figure 48, ligne a). L’utilisation de cet anticorps sur un extrait
de troponines purifiées issu de muscles rapides (figure 48, ligne b), nous permet d’identifier
deux bandes. Tout d’abord, une bande minoritaire dont le niveau de migration est équivalent a
celui présenté par la TnC cardiaque. Cette bande minoritaire est identifiée comme étant de la
TnC lente squelettique. Cet anticorps reconnait également une bande majoritaire, de niveau de
migration sensiblement plus élevé que celui de la TnC lente identifiée dans cet extrait de
muscle rapide comme étant de la TnC rapide squelettique.

Les muscles soleus contrdles expriment & 5 et 7 semaines les isoformes lentes et
rapides de TnC squelettiques. Le signal correspondant a I’isoforme lente est plus importante
que celui de I’isoforme rapide (62 % et 38 %, respectivement). Les muscles SCM contrdles
expriment de maniére prédominante & 5 et 7 semaines 1’isoforme rapide de TnC (tableau 11).

Chez les animaux wobbler 4gés de 5 semaines, seuls les muscles SCM présentent une
redistribution de I’expression des isoformes de TnC. On observe une augmentation du signal
correspondant a la TnC lente, accompagnée d’une diminution du signal de la TnC rapide mais
la différence n’apparait pas significative par rapport aux muscles contréles. Chez les animaux
wobbler 4gés de 7 semaines, I’analyse par immunoblot indique pour les muscles soleus et
SCM une augmentation du signal de la TnC lente, parallélement & une diminution de celui
correspondant a la TnC rapide. Toutefois, pour le muscle SCM I’isoforme de TnC rapide reste

co-exprimée de maniére prédominante par rapport a I’isoforme lente.
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Figure 48 : Analyse par immunoblot de I’expression des isoformes de troponin C (TnC) dans
les muscles soleus et SCM de souris contrdles et wobbler dgées de 7 semaines.
TnCs : isoforme lente de TnC, TnCf : isoforme rapide de TnC.

: cceur de rat.

: extrait de troponines.

: muscle soleus contrdle.

: muscle soleus wobbler.

: muscle SCM contrdle.

: muscle SCM wobbler.
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Les muscles soleus et SCM issus des animaux wobbler semblent donc acquérir une
quantité plus importante d’isoformes lentes des protéines contractiles et régulatrices et
s’orienter vers un typage plus lent. Cet effet apparait plus marqué avec I’évolution de la

maladie.

B - ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES FIBRES MUSCULAIRES

Aprés I’étude des paramétres contractiles, chaque fibre musculaire est analysée en
électrophorése pour déterminer sa composition en MHC. L’histogramme 4 la figure 49 illustre
la distribution des différentes fibres étudiées en fonction de leur contenu en MHC.

Pour les muscles de soleus contrles, la majorité des fibres expriment a 5 et 7
semaines uniquement de la MHC IIA (71.4 % et 80.0 % & S et & 7 semaines, respectivement).
Les autres fibres co-expriment la MHC IIA avec la MHC I, ou présentent uniquement de la
MHC I. Les fibres issues des muscles SCM contrbles expriment & 5 semaines soit de la
MHC IIB seule (45.0 %), soit de la MHC IIB et de la MHC IIA (55.0 %). Par contre, & 7
semaines, les fibres trouvées ne contiennent que de la MHC IIB.

Chez les animaux wobbler, la plupart des fibres de soleus obtenues & 5 et & 7 semaines
soit expriment uniquement de la MHC I (52.2 % et 45.8 %, respectivement), soit co-
expriment les isoformes de MHC I et de MHC IIA et sont donc hybrides. Un faible
pourcentage de fibres n’exprimant que de la MHC IIA a ét€ trouvée a 5 et 2 7 semaines
(17.39 % et 16.6 %, respectivement). Pour les muscles SCM, la majorité des fibres prélevées
a 5 et 7 semaines (58.8 % et 45.7 %, respectivement) sont de type hybride et contiennent
différentes proportions de MHC IIB et de MHC IIA. Des fibres ne contenant que de la
MHC IIA et quelques fibres co-exprimant cette isoforme avec de la MHC I ont également été

trouvées.
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Figure 49 : Histogramme de répartition de la composition en chaines lourdes de myosine
(MHC) des fibres de soleus et de SCM de souris contrdles (barres noires) et
wobbler (barres blanches). La composition en MHC de chaque fibre est indiquée
en fonction de I’ordre décroissant de la quantité relative de chaque isoforme.



145

IT - ATROPHIE MUSCULAIRE

A - EVOLUTION DU DIAMETRE DES FIBRES

Le tableau 12 reprend les valeurs des diameétres moyens mesurés pour les différents
types de fibres étudiées.

Les fibres lentes et rapides de soleus contrdle ne présentent pas de différence
significative de leur valeur de diamétre, aussi bien & 5 qu’a 7 semaines. Par contre, les fibres
rapides de soleus et SCM montrent un diamétre plus important avec 1’age.

Chez les animaux wobbler a 5 semaines, seules les fibres de SCM présentent une
diminution de leur diamétre moyen, tandis que les fibres de soleus ne sont pas atrophiées. A
sept semaines, les fibres rapides de soleus et d¢ SCM montrent une diminution de la valeur

moyenne de leur diamétre.

B - TENSIONS MAXIMALES

Les valeurs des tensions maximales établies pour chaque type de fibre sont également
reportées dans le tableau 12.

Chez les animaux contrdles, les fibres rapides de soleus développent & 5 semaines une
force absolue (uN) significativement inférieure a celle obtenue pour les fibres lentes. Avec
I’age, cette différence disparait et les deux types de fibres développent des tensions
maximales équivalentes. De plus, quel que soit le muscle étudié, les tensions développées sont
plus fortes & 7 semaines comparées a celles obtenues a 5 semaines.

Chez les animaux wobbler 4gés de 5 semaines, les fibres rapides de soleus présentent
toujours une force sensiblement inférieure a celle observée pour les fibres lentes. Toutefois la
force développée par les fibres wobbler est 1égerement inférieure a celle mesurée sur les fibres
contrles, bien que celle-ci ne soit pas significative.

Les fibres de SCM d’animaux wobbler présentent une diminution de 58.5 % de leur
valeur de tension maximale comparée aux fibres controles.

Pour les animaux wobbler agés de 7 semaines, seules les fibres rapides de soleus
présentent une diminution de la valeur de la tension maximale (chute de 31.58 %). Les fibres
de SCM présentent, quant a elles, une diminution plus forte de la tension maximale (chute de

65.20 %) comparée a 5 semaines.



diamétre Po Py )
(nm) (uN) (kN m™)
5 semaines
soleus contrdle
lente (n=6) 28.12+2.13 85.79 + 7.74 143.17 + 8.77
rapide (n=22) 25.85+0.62 64.43 + 3.451 126.54 + 6.67
soleus wobbler
lente (n=15) 27.08 +0.79 72.27 + 5.96 126.57 + 8.09
rapide (n=8) 25.00+ 1.18 54.35 +2.691 116.70 = 10.30
SCM controle
rapide (n=20) 35.62 +1.70 132.66 +9.17 141.51 £ 9.87
SCM wobbler
rapide (n=29) 2521+0.79 55.04 +3.30" 114.45+7.57
7 semaines
soleus contrdle
lente (n=3) 33.33+2.08 135.38 + 6.93" 159.91 + 12.31
rapide (n=17) 35.96 + 1.39" 129.20 + 8.70" 141.73 + 18.75
soleus wobbler
lente (n=15) 34.00 + 1.64} 134.59 +14.14% 144.64 £ 10.01
rapide (n=9) 29.86 +1.39°% 88.39 + 9.85™ 12339+ 9.58
SCM contrdle
rapide (n=19) 46.84 +1.16 211.50 + 14.19" 135.89+ 7.16
SCM wobbler
rapide (n=35) 26.01 £0.89° 73.59 + 420" 125.96 + 5.43

Tableau 12 : Evolution des diamétres et tensions maximales (uN et kN m?) des fibres de
soleus et SCM de souris contrles et wobbler. Les chiffres entre parenthéses
indiquent le nombre de fibres étudiées. * indique une différence significative
avec le groupe contrdle du méme 4ge, t indique une différence significative
avec le groupe contrdle 5 semaines, | indique une différence significative entre
les fibres lentes et rapides du méme groupe et } indique une différence
significative avec le groupe wobbler S5 semaines.
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Lorsque la valeur de Ia tension maximale est rapportée 3 1"unité de surface (kNm™),
aucune diminution significative de la force n’est observée pour les fibres d’animaux wobbler
comparée aux contrles. La perte de force (uN) observée pourrait €tre attribuée a la
diminution de diamétre et donc & une diminution du nombre de ponts actine-myosine.
Toutefois, les fibres de SCM wobbler présentent 4 5 semaines une diminution de la force
(kNm™) accompagnée d’une diminution de diamétre. Pour ces fibres, la perte de force (uUN)
observée pourrait rendre compte d’un phénoméne différent associant une diminution du

nombre de ponts formés entre 1’actine et la myosine et une perte de force par pont.

III - RELATIONS Tension/pCa

Les relations Tension/pCa établies pour les différentes fibres étudi€es sont
représentées a la figure 50 et les paramétres issus de ces relations sont indiqués dans le
tableau 13.

Les fibres lentes de soleus contrbles ont des paramétres d’activation par les ions
calcium différents de ceux obtenus pour les fibres rapides de soleus, aussi bien a 5 qu’a 7
semaines. Ainsi, les fibres de type rapide présentent une sensibilité plus faible vis-a-vis du
calcium que les fibres lentes (valeurs du seuil d’activation plus faible) et possédent une pente
de la relation Tension/pCa (ny) plus forte que celle des fibres lentes. Par ailleurs, a 5 semaines
les deux types de fibres possédent la méme valeur de pCasp, alors qu’a 7 semaines les fibres
rapides ont une valeur de pCaso plus faible que celle des fibres lentes. Enfin, avec 1’4ge on
observe une diminution de I’affinité calcique pour I’ensemble des fibres étudiées, avec un
décalage des relations Tension/pCa vers des concentrations calciques plus élevées.

Chez les animaux wobbler, les fibres lentes et rapides de soleus ne présentent pas de
modification de leurs parameétres d’activation calcique a 5 semaines. Par contre, & 7 semaines,
les fibres lentes et rapides de soleus présentent un décalage vers la droite de leur relation
Tension/pCa. 1l se produit donc une perte de sensibilité calcique. Le degré de coopérativité
entre les protéines (parameétre ny) n’apparait pas étre modifi€ pour les fibres de soleus

wobbler.
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Figure 50 : Relations Tension/pCa des fibres de soleus et SCM de souris contrdles (®) et
wobbler (©) & 5 et 7 semaines. Ces relations sont ajustées a 1’aide de 1’équation
de Hill.
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PCa seuil pCaso ng
5 semaines
soleus contréle
lente (n=6) 6.80 + 0.06 6.18 = 0.09 236+ 0.27
rapide (n=22) 6.63 + 0.037 6.15 + 0.02 428 + 0357
soleus wobbler
lente (n=15) 6.85+0.01 6.15 + 0.02 2.29 + 0.05
rapide (n=8) 6.84 + 0.05* 6.16 + 0.03 3.22+0.27
SCM contrdle
rapide (n=20) 6.54 £ 0.02 6.11 + 0.01 535+0.35
SCM wobbler
rapide (n=29) 6.60 £ 0.03 5.83 + 0.02* 3.07 +0.18*
7 semaines
soleus contrdle
lente (n=3) 6.92 £ 0.06 6.09 + 0.10 2.46 + 0.40
rapide (n=17) 6.41 £ 0.04 5.79 + 0.0217 3.77 £0.221
soleus wobbler
lente (n=15) 6.61 =+ 0.03** 5.78 + 0.02** 2.61+0.11%
rapide (n=9) 6.30 = 0.10% 5.64 + 0.04*% 3.72 +0.331
SCM contrdle
rapide (n=19) 6.41 £ 0.04" 5.83 +0.02 421+027"
SCM wobbler
rapide (n=35) 6.14 + 0.02%* 5.61 + 0.01* 4.60 + 023

Tableau 13 : Evolution des parameétres d’activation calcique des fibres de soleus et SCM de
souris contrdles et wobbler. pCa seuil : seuil d’activation calcique, pCaso plus
faible concentration de Ca®* qui induit une tension, ny : pente de la relation
Tension/pCa. Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de fibres

étudiées.
* indique une différence significative avec le groupe contrdle du méme age.

1 indique une différence significative avec le groupe contrdle 5 semaines.
9 indique une différence significative entre les fibres lentes et rapides du méme

groupe.

I indique une différence significative avec le groupe wobbler 5 semaines.
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Les fibres de SCM contrdles présentent & 7 semaines une sensibilité et une affinité
plus faible vis-a-vis du calcium par rapport a 5 semaines. Ceci est représenté par un décalage
vers des concentrations calciques plus fortes de la relation Tension/pCa. De plus, ces fibres
ont une valeur de ny plus élevée.

Chez les animaux wobbler, on observe une diminution de la valeur de la pCas aussi
bien a 5 qu’a 7 semaines, accompagnée d’une diminution du seuil d’activation pour les fibres
les plus 4gées. Les variations des différents paramétres d’activation calcique sont équivalentes

pour les fibres IIB et ITA des muscles SCM contréles et wobbler.
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PREMIERE PARTIE

Etude des propriétés contractiles et élastiques de fibres musculaires de

soleus de rat aprés une période d’hypodynamie-hypokinésie.

I- EVOLUTION STRUCTURALE

Les effets de la suspension ont été étudiés par 1’analyse €lectrophorétique des chaines
lourdes de myosine des muscles soleus. Les résultats indiquent une modification de la
distribution des isoformes de MHC aprés atrophie. En effet, on observe une diminution
d’expression de 1’isoforme lente de MHC I, accompagnée de 1’augmentation du pourcentage
de la MHC IIA et de ’apparition des isoformes rapides de MHC IID(X) et de MHC IIB,
isoformes jamais exprimées dans le muscle soleus durant les différents stades de son
développement normal (Sugiura et coll., 1992). Une telle expression d’isoformes rapides
indique une conversion des muscles soleus dans le sens lent — rapide et est caractéristique de
modifications induites par des situations d’atrophies fonctionnelles (voir Données
Bibliographiques de Base). Cependant la majorité des travaux décrivent en général aprés
suspension une évolution de I’expression de la MHC I vers les MHC IIA et IID(X)
(Campione et coll., 1993 ; Fauteck et Kandarian, 1995; Oishi et coll., 1998), mais
’apparition de la MHC IIB est moins fréquemment décelée, que ce soit au niveau protéique
(Caiozzo et coll., 1998 ; Fauteck et Kandarian, 1995 ; Oishi et coll., 1998 ; Stevens et coll.,
1999 ; Talmadge et coll., 1996), ou au niveau ARNm (Diffee et coll., 1991 ; Stevens et coll.,
1999).

Dans ce travail, nous montrons la possibilit¢ d’induire une expression importante
(environ 50 % du total des MHC) des isoformes rapides de MHC dans le muscle soleus de rat

apres suspension.

L’augmentation du taux relatif des isoformes rapides se retrouve au niveau des profils
électrophorétiques des fibres isolées, avec I’apparition d’un grand nombre de fibres hybrides
apres suspension qui ont été classées en différentes catégories. La premiére catégorie de fibres
(minoritaire, n = 2) est de type hybride lent et est caractérisée par des fibres qui co-expriment
la MHC I avec une (MHC IIA) ou plusieurs (MHC IIA et IIB) isoformes rapides. La

deuxiéme catégorie est composée de fibres hybrides rapides (n = 21) qui co-expriment la
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MHC I avec la MHC IIA (majoritaire) ou avec différentes associations de MHC rapides.
Enfin, nous avons également mis en évidence des fibres de type rapide (n = 9) qui co-
expriment soit les isoformes de MHC IIA et de MHC IID(X), soit I’ensemble des MHC
rapides (majoritaires). Ces résultats sont en accord avec de nombreux travaux qui décrivent
dans le muscle soleus aprés une période d’hypodynamie-hypokinésie réelle ou simulée,
I’apparition de fibres hybrides qui co-expriment différentes combinaisons des isoformes
lentes et rapides de MHC (Allen et coll., 1996 ; Caiozzo et coll., 1996a ; Miu et coll., 1990 ;
Ohira et coll., 1992 ; Oishi et coll., 1998 ; Talmadge et coll., 1996).

Cette apparition d’un grand nombre de fibres hybrides dans le muscle soleus, suggére
une transformation séquentielle des MHC suivant le schéma proposé chez le lapin par Pette et
Staron (1997) : MHC I «& MHC IIA & MHC IID(X) <> MHC IIB. Toutefois, la présence
dans notre étude d’une fibre hybride lente co-exprimant la MHC I avec les MHC IIB et IIA,
de méme que la présence d’une faible proportion de fibres hybrides de type I/IID(X) décrite
dans le muscle soleus de rat apres une période de microgravité réelle ou simulée (Talmadge et
coll., 1996), nous améne a moduler le schéma proposé de la plasticité séquentielle des MHC.
Par ailleurs, des travaux récents utilisant la suspension combinée a I’injection d’hormone
thyroidienne T3, ont montré 1’apparition de fibres hybrides qui co-expriment soit la MHC I et
la MHC IIB, soit les MHC I, IID(X) et IIB. De plus, 1’analyse au niveau des ARNm a montré
que la sur-expression des isoformes de MHC IID(X) et de MHC IIB précédait celle de la
MHC IIA (Caiozzo et coll., 1998 ; Haddad et coll., 1998). L’ensemble de ces données
récentes suggérent une expression simultanée plutdt que séquentielle de certaines isoformes
de MHC et est également rapportée par Stevens et coll. (1999). Ces auteurs ont en effet décrit
I’augmentation en paralléele des ARNm codant pour les MHC IIA et IID(X) dans le muscle
soleus de rat aprés suspension.

Ainsi, I’apparition d’une multitude de fibres hybrides qui co-expriment, en quantité
variable, différentes isoformes de MHC permet des transitions fines des fibres musculaires et

rend compte d’une gradation dans la transformation du muscle soleus aprés suspension.

L’apparition des isoformes rapides des chaines légéres de myosine et de TnC dans les
fibres de soleus devenues rapides aprés suspension, compléte la transformation de ces fibres
au niveau des protéines régulatrices. Ceci est en accord avec une étude de Esser et Hardeman
(1995) qui ont mis en évidence dans le muscle soleus de rat aprés un séjour de 9 jours en
microgravité réelle, I’augmentation de la quantité d’ARNm codant pour 1’isoforme rapide de

la TnC, accompagnée de la diminution du taux d’ARNm de I’isoforme lente.
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II - ATROPHIE MUSCULAIRE

L’atrophie de non-utilisation se manifeste par une perte de la masse musculaire, ce que
nous observons dans ce travail sur les muscles soleus (diminution de 50 %). Cette diminution
importante de masse musculaire est généralement décrite dans les études animales (Fitts et
coll., 1986 ; Gardetto et coll., 1989 ; McDonald et Fitts, 1993, 1995 ; Widrick et coll., 1996 ).
Elle est particuliérement marquée sur les muscles lents posturaux tels que le soleus, alors que
des muscles rapides tels que I’EDL, le plantaris ou le gastrocnemius médius sont moins
affectés (Falempin et coll., 1990 ; Oganov et coll., 1980 ; Stevens et coll., 1993). Par ailleurs,
cette atrophie survient trés rapidement. Ainsi, on observe une diminution de la masse
musculaire du soleus aprés 5 jours de microgravité réelle (Holy et Mounier., 1991). Par
ailleurs, une perte de 10 % de la masse du soleus apparait dés 3 jours de suspension
(Aboudrar et coll., 1993) et peut atteindre 37 % aprés 7 jours (Desplanches et coll., 1987 ;
Thomason et Booth, 1990). De plus, bien que la perte de masse musculaire évolue avec la
période de suspension, celle-ci se stabilise aprés 15 jours de suspension pour atteindre un
plateau et ne montre pas de variation supplémentaire pour des périodes de suspension plus
importantes (Desplanches et coll,, 1987 ; Falempin et coll.,, 1990 ; Ohira et coll., 1992 ;
Stevens et coll., 1999 ; Thomason et Booth, 1990).

La diminution de la masse musculaire est en général associée & une chute du diameétre
des fibres. Par contre, leur nombre reste identique aprés suspension (Templeton et coll.,
1984). Ainsi, la baisse du diamétre observée aprés suspension pour les fibres lentes et rapides
de soleus, serait associée a une diminution du contenu total en protéines myofibrillaires
classiquement décrite apreés une atrophie de non-utilisation (McDonald et Fitts, 1995 ;
Thomason et coll., 1989). De plus, il est établi que cette baisse est due a une réduction de la
synthése et & une augmentation du catabolisme des protéines myofibrillaires (Booth et Kelso,
1979).

L’atrophie marquée des fibres lentes et rapides de soleus est également observée par
une chute de la tension maximale Py exprimée en valeur absolue (mN). Toutefois, lorsque
celle-ci est rapportée a I'unité de surface (kN m™), seules les fibres devenues rapides
présentent une chute de force. On peut alors suggérer pour les fibres lentes que la chute de
tension (mN) est directement corrélée a la diminution du diamétre des fibres et donc a la perte
de protéines contractiles. Par contre, pour les fibres devenues rapides, la forte diminution de
la tension maximale exprimée en valeur absolue (mN) ou rapportée a 1'unité de surface

(kN m™?), peut étre expliquée par la perte de protéines musculaires & laquelle s’ajoute une
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modification des propriétés fonctionnelles des ponts actine-myosine. Ainsi, une perte de force
par pont associée 4 un nombre différent de ponts lors de I’activation de la fibre pourrait rendre
compte de cette baisse de Py (KN m?) également observée lors d’une atrophie de non-
utilisation par d’autres auteurs (Gardetto et coll., 1989 ; McDonald et Fitts, 1993 ; McDonald
et coll., 1994). Par ailleurs, cette diminution de la tension maximale rapportée a I’unité de
surface n’est pas toujours observée aprés une période de microgravité réelle (Stevens et coll.,
1993) ou simulée (Stevens et coll., 1990) et peut également survenir sur des muscles
posturaux de type rapide tels que le gastrocnemius (Holy et Mounier, 1991 ; Stevens et coll.,
1993). 11 apparait alors que la perte de force et le degré d’atrophie dépendent plut6t de la
fonction du muscle, les muscles antigravitaires étant préférentiellement atrophiés.

Enfin, 1’observation récente de la diminution du module élastique (Eq) mesuré lors de
I’activation maximale de la fibre associée & la diminution de la tension maximale (kN m)
aprés suspension (Jeffrey et coll., 1996 ; McDonald et Fitts, 1995), suggére une diminution du
nombre de ponts suite & la perte de protéines contractiles. De plus, cette perte de ponts
actine/myosine provoquerait une augmentation de I’espace entre les myofilaments ce qui
induirait une diminution de la force développée par chaque pont (Goldman et Simmons,
1986), de méme qu’un décalage de la relation Tension/pCa vers des concentrations calciques
plus importantes (Metzger et Moss, 1988), traduisant une diminution de I’affinité calcique des

protéines contractiles.

III - PROPRIETES D’ACTIVATION CALCIQUE

L’ensemble de nos résultats montre que les propriétés d’activation calcique des fibres
lentes de soleus et rapides d’EDL sont différentes. En effet, les fibres rapides présentent une
valeur du seuil d’activation plus faible (pCa seuil) et une pente de la relation Tension/pCa
plus élevée comprées aux fibres lentes. Ces différences sont typiques et identiques a celles
rapportées dans la bibliographie sur des fibres musculaires isolées de mammiféres (Danieli-
Betto et coll., 1990 ; Laszewski-Williams et coll., 1989 ; Mounier et coll., 1989). Toutefois,
nos résultats indiquent une valeur de pCasy identique pour ces deux types de fibre. Ce
parameétre rend compte de I’affinité des protéines contractiles et notament de la troponine C
pour les ions. Ainsi, des expériences d’échange des isoformes de TnC sur fibre musculaire ont

montré que I'introduction de TnCs dans une fibre squelettique rapide est responsable d’un
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déplacement de la relation Tension/pCa vers la gauche et d’une diminution de la pente de la
relation (Moss et coll., 1986). Des expériences inverses (introduction de TnCf dans une fibre
cardiaque) induisent un décalage de la relation Tension/pCa vers la droite et une augmentation
de la pente de relation (Gulati et coll., 1988). Le type de TnC contribue donc au
positionnement et au décours de la relation Tension/pCa. Le parametre pCaso doit cependant
étre considéré avec prudence car des valeurs relativement (Danieli-Betto et coll., 1990 ;
Gardetto et coll., 1989), ou bien voisines (Lazsewski et Williams, 1989 ; Stephenson et
Williams, 1981 ; Stevens et coll., 1993 ; Takagi et Endo, 1977) peuvent étre trouvées entre
une fibre lente et une fibre rapide. L’ensemble de ces résultats semble indiquer que la TnC ne
serait pas seule responsable des différences entre les relations Tension/pCa obtenues pour les
fibres de muscles rapides et celles de muscles lents. Il a ainsi été montré que le complexe Tm-
TnT influencait également la valeur de la pente et de la pCasy de la relation Tension/pCa et
plus précisément le type d’isoforme de TnT présente (Brandt et coll., 1984 ; Greaser et coll.,
1988 ; Schachat et coll., 1987).

Apres atrophie, les fibres de soleus ont pu étre séparées en deux populations par leur
profil électrophorétique : une population de fibres peu ou pas transformées et une population
de fibres transformées (devenues rapides). Ces résultats sont confirmés par 1’identification
fonctionnelle réalisée a I’aide du test strontium, avec une population de fibres qui présentent

une valeur faible de A, non significativement différente de celle des fibres de soleus contrdles

et une deuxiéme population qui présente une valeur de A proche de celle des fibres d’EDL.
Les propriétés d’activation calcique des fibres lentes de soleus aprés suspension sont
identiques a celles observées pour les fibres de soleus contréles. Par contre, pour les fibres de
soleus devenues rapides aprés suspension, on observe une diminution des valeurs de pCasq et
de pCa seuil, ainsi qu'une augmentation de la pente de la relation Tension/pCa (ng).
L’ensemble de ces résultats indique une évolution des fibres lentes de soleus vers un type
rapide (Gardetto et coll,, 1989 ; Moss et coll., 1986 ; Stevens et coll., 1990). Les
modifications fonctionnelles observées apres suspension pour les fibres rapides de soleus sont
a corréler a I’apparition des isoformes rapides des protéines contractiles et régulatrices. En
effet, la relation Tension/pCa des fibres rapides de soleus montre aprés suspension un
décalage vers la droite, plus important que celui observé pour les fibres rapides d’EDL qui
peut étre expliqué par ’expression dominante de 1’isoforme de MHC IIA dans ces fibres.
Ainsi, il a été montré que des fibres rapides d’EDL ne contenant que I’isoforme de MHC IIA,
avaient une relation Tension/pCa décal€e vers la droite, comparée a des fibres du méme

muscle n’exprimant que I’isoforme de MHC IIB (Danielli-Betto et coll., 1990).
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La perte d’affinité calcique (diminution de la valeur de pCaso) observée pour les fibres
de soleus transformées aprés suspension, peut également s’expliquer par une modification des
propriétés de fixation du calcium sur la TnC. L’augmentation de la pente de la relation
Tension/pCa traduit un mécanisme de coopérativité accru entre les différentes protéines
régulatrices du filament fin aprés suspension. Ainsi, I’expression des isoformes rapides de
TnT et Tnl dans le muscle soleus aprés suspension (Campione et coll., 1993) pourrait rendre
compte de I’augmentation de la pente et de la perte d’affinité calcique observée dans ce travail
(Greaser et coll., 1988 ; Schachat et coll., 1987).

IV - PARAMETRES CINETIQUES Vg et ©

Nos résultats montrent, comme de nombreux travaux, que les fibres rapides ’EDL ont
une valeur de V) significativement supérieure & celle des fibres lentes de soleus. Une bonne
corrélation est établie entre la valeur de Vj et le type de MHC (lente ou rapide) exprimée
(Bottinelli et coll., 1994a ; Reiser et coll., 1985 ; Sweeney et coll., 1988).

Apres suspension, les deux populations de fibres de soleus, présentent elles aussi, des
valeurs de V, significativement différentes. La population des fibres qui expriment
exclusivement la MHC I a une V, équivalente a celle obtenue pour les fibres lentes de soleus
contrdle. Par contre, les fibres hybrides rapides qui co-expriment les isoformes de MHC I et
de MHC IIA, avec une expression dominante de I’isoforme de MHC IIA, montrent une valeur
de V, plus importante que celle mesurée pour les fibres de soleus contréle. Cette valeur de V
est intermédiaire entre les valeurs obtenues pour les populations de fibres de soleus et d’EDL
contrdles. On peut envisager que cette valeur de Vj reste inférieure a celle des fibres d’EDL
du fait du maintien de ’expression de I’isoforme de MHC I (Bottinelli et coll., 1994a ; Reiser
et coll., 1985, 1988).

D’autres protéines peuvent étre responsables de la détermination de Vo. Un role des
MLC de type alcalin a été avancé, notamment celui de la MLC 3f et des études ont montré
que la présence de cette isoforme augmentait la valeur de V, (Bottinelli et coll., 1994b ;
Greaser et coll., 1988 ; Moss et coll., 1990 ; Sweeney et coll., 1988). Ainsi, dans notre étude,
I’isoforme de MLC 3f apparait dans les fibres de soleus devenues rapides aprés suspension et
pourrait également contribuer & ’augmentation de V, bien que cette isoforme soit faiblement

exprimée. Cette faible quantité de MLC 3f peut ne pas surprendre dans la mesure ou cette
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isoforme est préférentiellement associée a la MHC IIB (Wada et Pette, 1993), isoforme
exprimée en faible proportion suivant le degré de transformation des muscles.

Un réle joué par la MLC 2 sur la détermination de Vj peut étre envisagé. En effet, sur
des fibres de muscles soleus et vastus lateralis humain, une étude a montré que des valeurs de
Vo, lorsque la MHC IIA est exprimée avec la MLC 2f uniquement, sont trouvées supérieures
a celles des fibres de méme type exprimant a la fois la MLC 2f et la MLC 2s (Larson et Moss,
1993). Dans notre étude, les fibres de soleus devenues rapides aprés suspension co-expriment
les isoformes lentes et rapides de MLC 1 et MLC 2, la MLC 2f étant exprimée de facon plus
importante que la MLC 2s. Au contraire, pour la MLC 1, I’isoforme lente reste exprimée de
fagon prédominante. Ces données peuvent contribuer a expliquer les accroissements

relativement modérés des valeurs de V que nous avons obtenues aprés suspension.

L’étude de la constante de temps t indique des différences dans la cinétique de re-
développement de la tension aprés une détente rapide, entre les différents types de fibres
étudiés. Ainsi, les fibres de soleus contréles qui n’expriment que 1’isoforme lente de MHC I
ont une valeur de 1 plus élevée que celle trouvée pour les fibres d’EDL contrfles qui
expriment les isoformes rapides de MHC IIA et MHC IIB. Des différences plus importantes
ont été trouvées entre des fibres lentes et rapides de muscles de rats dans la valeur de cette
constante de temps (Galler et coll., 1996). Toutefois, ces auteurs ont défini cette constante de
temps comme le temps nécessaire pour obtenir 50 % du niveau de tension T, alors que dans
notre €tude celle-ci correspond au temps nécessaire pour obtenir 63% de la valeur de la
tension mesurée 10 ms apres le reldichement rapide de la fibre. En outre, cette constante de
temps dépend de I’amplitude du reldchement comme I’ont montré Galler et coll. (1996).
Ainsi, I’amplitude relativement importante du relichement (1 % Ly contre 0.15 % L, pour
Galler et coll., 1996) et la différence dans la méthode de mesure de cette constante pourrait
expliquer la plus faible différence de valeur observée dans notre étude entre les fibres lentes et
rapides.

Aprés suspension, on observe une diminution de la valeur de 7 a la fois sur les fibres
lentes et rapides de soleus, bien que cette baisse ne soit statistiquement différente que pour les
fibres devenues rapides. De plus, pour ces derniéres, la valeur de T devient proche de celle
observée pour les fibres d’EDL contrdles qui co-expriment les isoformes rapides de MHC IIA
et de MHC IIB. Ainsi, I’expression accrue d’isoformes de MHC rapides pourrait expliquer la

diminution de la valeur de 7 pour les fibres de soleus transformées aprés suspension.
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V - RELATIONS Tension/détente

Un point important dans notre travail est ’analyse des propriétés élastiques des fibres
musculaires en paralléle avec leurs propriétés contractiles. Les propriétés élastiques d’une
fibre musculaire peuvent étre étudiées par la relation Tension/détente. L’intersection de la
partie linéaire de cette relation avec ’axe des abscisses refléte 1’élongation totale des
structures en série dans le sarcomére. Cette valeur nous sert d’indice de compliance de la fibre
durant son activation maximale. Ce travail réalisé sur fibre isolée et pelée nous permet de
nous affranchir de la partie passive de la CES représentée par la fraction tendineuse du muscle
et le tissu conjonctif. La valeur de compliance de la fibre correspond alors a la partie active de
la CES localisée au niveau de la téte de myosine (fragment S2).

L’observation dans cette étude du fait que les fibres lentes de soleus présentent une
valeur de compliance plus faible que celle observée pour les fibres d’EDL, confirme plusieurs
résultats obtenus sur muscle entier. Ainsi, Bosco et coll. (1982) ont montré que les fibres de
type I avaient des propriétés élastiques différentes de celles de type II. Ces auteurs ont en effet
observé sur des sujets humains pratiquant des sauts verticaux, que les fibres rapides du vastus
lateralis pouvaient stocker une plus grande énergie €lastique que les fibres lentes. Par ailleurs,
plusieurs travaux utilisant des protocoles d’entrainement sur des rats, ont suggéré qu’une forte
proportion de fibres de type II dans le soleus augmente la compliance de ce muscle (Pousson
et coll. 1991). Au contraire, une augmentation de la proportion de fibres lentes induit une
diminution de la compliance du soleus (Goubel et Marini, 1987). De plus, Petit et coll. (1990)
ont observé sur le muscle peroneus longus de chat, pour des valeurs de tension tétanique
comparables, que les unités motrices de type lent présentaient une plus faible compliance que
les unités motrices de type rapide.

Apres suspension, la population de fibres qui conserve des propriétés contractiles de
méme qu’un profil électrophorétique de type lent possede une valeur de compliance
équivalente a celle des fibres de soleus contrbles. Par contre, les fibres transformées qui
présentent a la fois des propriétés contractiles et un profil électrophorétique de type rapide
montrent une augmentation de la valeur de compliance, valeur qui se rapproche de celle d’une
fibre typiquement rapide. Cette observation va dans le méme sens que les travaux réalisés sur
fibres pelées (Jeffrey et coll., 1996 ; McDonald et Fitts, 1995) ou sur muscle entier (Canon et
Goubel, 1995) qui indiquent une augmentation de compliance du soleus aprés suspension. Si
nous considérons que la compliance d’une fibre activée maximalement est localisée au niveau

des tétes de myosine (Ford et coll., 1981), I’évolution des propriétés élastiques des fibres de
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soleus devenues rapides aprés suspension est & mettre en paralléle avec I’apparition de
Pexpression d’isoformes rapides des protéines contractiles. Toutefois, des études récentes
réalisées sur des fibres musculaires de rat (Galler et coll., 1996, 1998) suggérent que la valeur
de compliance déduite de la relation Tension/détente est indépendante de 1’isoforme de MHC
exprimeée.

La différence de résultat obtenue entre notre étude et celle de Galler et coll. (1996)
pourrait provenir de la différence de température expérimentale utilisée. Une plus forte
température dans notre étude (19°C contre 6°C) pourrait augmenter la force développée par
pont actine-myosine (Goldman et coll., 1987) et induire une augmentation du rapport tension
isométrique/raideur (Galler et coll., 1998), I’effet de la température étant plus important sur
les fibres rapides. Une autre explication pourrait également provenir d’un niveau de tension
passive initial différent entre les groupes de fibres étudiées. Une attention particuli¢re a été
portée dans ce travail au niveau de la standardisation des longueurs des fibres et du niveau de
tension passive initial (voir Matériel et Méthodes). Ainsi, les différences de compliance
observées entre les fibres lentes et rapides ne peuvent étre attribuées & une extension
différente des éléments élastiques en série dans les sarcoméres au repos. Enfin, on peut
envisager que les caractéristiques techniques de notre moteur affecte la mesure de la
compliance des fibres. Les variations de longueurs imposées par ce moteur sont réalisées en
1 ms pour les plus grandes variations (2.23 *+ 0.06 % Lo). Il est possible que le re-
développement de la tension commence avant la fin du relachement complet de la fibre. Il en
résulterait alors un déplacement de la relation Tension/détente vers des valeurs de compliance
plus élevées, en particulier pour les fibres rapides. Néanmoins, dans la gamme 0.06 - 1.0
Ti/Ty, la relation est lin€aire (r = 0.99) pour I’ensemble des fibres étudiées (Galler et coll.,
1996, 1998). Cette zone de la relation correspond & des reldchements de faibles amplitudes et
est peu affectée par la vitesse de relachement (Bressler et Clinch, 1974).

Ainsi, la différence de compliance observée entre les fibres lentes et rapides pourrait
étre attribuée 4 un comportement mécanique différent des chaines lourdes de myosine entre
les différents types de fibres. Des propriétés physiques différentes au niveau de I’hélice o, qui
transmet le mouvement de la téte S1 de myosine au reste de la molécule, entre les différentes
isoformes de chaines lourdes de myosine pourraient ainsi expliquer les valeurs de
compliances observées entre les fibres lentes et rapides. Par ailleurs, il peut étre suggéré que
d’autres structures sarcomériques soient impliquées dans la détermination des propriétés

élastiques des fibres musculaires. Ainsi, des expériences de diffraction aux rayons X (Huxley
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et coll., 1994 ; Wakabayashi et coll., 1994), de méme que des études mécaniques (Higuchi et
coll., 1995) ont mis en évidence une participation du filament d’actine dans les propriétés

élastiques du sarcomere.

VI - PROPRIETES ELASTIQUES PASSIVES

Les conditions d’hypodynamie-hypokinésie provoquent une atrophie des muscles lents
posturaux tels que le soleus. Nous avons décrit précédemment I’ensemble des modifications
subies par le muscle soleus a la fois au niveau biochimique et contractile. Nous avons
également mis en évidence une modification des propriétés élastiques de la composante
élastique série, principalement localisée dans ce travail au niveau du fragment S2 de la téte de
myosine. Toutefois, & ce jour, aucune donnée n’est disponible concernant 1’évolution des
propriétés élastiques de la composante élastique paralléle au cours d’une atrophie de non-
utilisation. Sur fibre musculaire isolée et pelée, cette composante se situe principalement au
niveau du sarcomere qui contient les filaments élastiques de titine, protéine qui relie les
filaments de myosine a la strie Z (Fiirst et coll., 1988 ; Itoh et coll., 1988 ; Maruyama, 1986 ;
Wang, 1985 ; Whiting et coll., 1989).

A - EXPRESSION DES ISOFORMES DE TITINE

L’analyse électrophorétique montre que les muscles soleus et EDL de rats contrbles
expriment la méme isoforme de titine. Ce résultat est en contradiction avec certaines données
montrant des isoformes de titine spécifiques selon le type de fibre et le type de muscle étudié
(Granzier et Wang, 1993a ; Horowits, 1992 ; Hu et coll., 1986 ; Wang et coll., 1991, 1993).
Ainsi, les muscles rapides expriment des isoformes de titine de plus faible poids moléculaire
que les muscles squelettiques lents. Par contre, le muscle cardiaque de rat, muscle lent,
exprime une isoforme de titine de plus faible poids moléculaire que les muscles squelettiques
(Granzier et Irving, 1995). Le degré de déformation du segment extensible de titine est le
déterminant principal du niveau de tension passive développé (Granzier et Wang, 1993a ;
Horowits, 1992 ; Wang et coll., 1991, 1993). Ainsi, la fibre musculaire cardiaque développe

un niveau de tension passive beaucoup plus important en fonction de son étirement que ne le
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font les fibres musculaires squelettiques (Granzier et Irwing, 1995 ; Granzier et coll., 1996 ;
Trombitas et coll., 1995). Toutefois, les études citées ne concernent que des comparaisons
avec des fibres de muscles squelettiques de lapin. Récemment, une étude sur I’homme (Fry et
coll., 1997) a montré des profils électrophorétiques de titine identiques aussi bien pour un
muscle lent (soleus) que pour un muscle rapide (vastus lateralis).

Sur les gels d’électrophorése de titine, on peut observer pour les muscles de soleus
controles une bande diffuse au-dessus de la bande de titine T1. Une telle bande dont la
composition est actuellement inconnue, a déja été décrite par Granzier et Wang (1993b). Ces
auteurs suggerent que celle-ci peut étre due a un agrégat de titine. Par ailleurs, il semblerait
que cette bande disparaisse en augmentant la solubilisation de la titine pour les muscles soleus
(communication personnelle du Pr. Granzier). Plusieurs suppositions peuvent étre faites pour
expliquer cette deuxi¢me bande. Tout d’abord, il est possible que ces deux bandes
représentent deux isoformes distinctes de titine. Il a ainsi ét¢ montré que le myocarde humain
exprimait deux isoformes de titine générées par €pissage alternatif, les isoformes N2A et N2B
(Labeit et Kolmerer, 1995). 1l est également possible que la bande T1 de titine résulte de la
dégradation par protéolyse de la titine observée a la bande de niveau de migration supérieur,
cette protéine étant fortement sensible aux protéases (Granzier et Wang, 1993b). Toutefois,
ceci nous parait improbable dans la mesure ou I’ensemble des échantillons ont été traités de la
méme maniére et en méme temps. Enfin, il a été¢ montré que la titine possédait des sites de
phosphorylation et qu’elle pouvait étre phosphorylée a la fois in vivo (Somerville et Wang,
1987) et in vitro (Sebestyen et coll., 1995). Des niveaux de phosphorylation différents
pourraient €tre responsables de la présence de ces deux bandes de poids moléculaires
distincts.

Apres suspension, I’analyse électrophorétique de titine des muscles soleus montre une
bande de migration, qui présente la méme mobilité que la bande prédominante observée sur
les muscles soleus et EDL contréles. Alors qu’apres une période de 14 jours de suspension les
muscles soleus présentent une transformation au niveau de 1’expression des isoformes de
MHC, aucune modification de 1’expression de la titine n’est observée. Il semblerait donc que
la titine, protéine structurale sarcomérique, ne soit pas modifiée au cours d’une atrophie de

non-utilisation comme le sont les protéines contractiles et régulatrices.
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B - PROPRIETES ELASTIQUES PASSIVES

Les points SLy des relations Tension passive/longueur de sarcomére obtenues pour des
fibres de psoas (SLy = 3.82 + 0.07 um) et de soleus (SLy = 4.40 £ 0.05 um) de lapin, sont
équivalents & ceux classiquement décrits dans la littérature. Ainsi, pour le psoas de lapin des
valeurs de 3.6 um (Granzier et Wang, 1993a ; Granzier et Irving, 1995 ; Linke et coll., 1996),
a 3.8 um (Wang et coll., 1991, 1993) sont généralement retrouvées. Pour le muscle soleus,
Linke et coll., (1996) et Wang et coll., (1991) décrivent un point SL, & 4.2 um et 4.8 um
respectivement. Le fait que nous retrouvions dans les muscles soleus et psoas de lapin les
valeurs de SL, classiquement décrites dans la littérature atteste la validité de notre protocole
expérimental.

Les fibres de soleus et d’EDL contrdles présentent des relations Tension
passive/longueur de sarcomere équivalentes. En effet, ces deux types de fibres générent des
niveaux de tension passive similaires et ont les mémes points SLy. Ce résultat est en accord
avec 1’analyse électrophorétique des isoformes de titine, qui indique 1’expression de la méme
isoforme de titine dans les muscles soleus et EDL de rats contrdles.

Lors de la description de notre protocole expérimental, nous avons montré que
I’augmentation de la longueur de sarcomeére était proportionnelle au degré d’étirement de la
fibre. La relation lin€aire obtenue nous a servi a valider notre procédure d’étirement passif.
Comme |’étirement de la portion de la titine localisée dans la bande I détermine le niveau de
tension passive généré (Granzier et Wang, 1993a ; Wang et coll., 1991) et par conséquent la
relation Tension passive/longueur de sarcomére, nous avons aussi exprimé les résultats en
fonction de I’étirement de la fibre qui refléte également le niveau d’étirement des sarcoméres.
Les relations Tension passive/déformation des fibres de soleus et d’EDL contrdles sont
sensiblement différentes. Les fibres d’EDL contréles ont un point de rupture SLy deformation
beaucoup plus bas que les fibres de soleus controles. Ceci suggére que la portion de titine
contenue dans le segment I présente des propriétés élastiques différentes entre les fibres de
soleus et ’EDL contréles. Toutefois, ces deux types de fibres possédent des longueurs de
sarcomeére différentes au repos. Ainsi, en considérant la longueur de sarcomeére initiale et le
niveau de déformation pour chaque type de fibre, on obtient des valeurs de SLy attendues de
4.18 um pour les fibres de soleus et de 4.26 pm pour les fibres d’EDL. Ces valeurs ne
présentent qu’une erreur de 1.7 % et de 2.16 % pour les fibres de soleus et d’EDL,

respectivement, et sont comparables a celles réellement mesurées. La différence de valeur des
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points SLy geformation €ntre les fibres de soleus et d’EDL contrdles, peut s’expliquer par le fait
que ces deux types de fibres présentent des longueurs de sarcomére initiales différentes, ne
nécessitant pas le méme niveau de déformation pour atteindre le point SLy geformation- Par
conséquent, les fibres de soleus et d’EDL contrdles présentent un segment I de la titine
possédant les mémes caractéristiques élastiques.

L’ajustement mathématique des relations Tension passive/déformation, nous permet
de déterminer un module élastique complexe. Celui-ci refléte le comportement élastique de la
fibre suite a un étirement. Les fibres rapides d’EDL contrdles ont une valeur de module
élastique complexe plus importante que celle obtenue pour les fibres lentes de soleus
contrdles. Ceci se traduit au niveau des relations Tension passive/déformation par une pente
plus raide pour les fibres ’EDL contrdles. Cette différence entre les fibres lentes et rapides
contrdles, alors qu’elles expriment la méme isoforme de titine, pourrait s’expliquer par la

différence de longueur de sarcomére initiale observée.

Apres suspension, les fibres lentes et rapides de soleus possédent les mémes valeurs de
SLy deformation que celles des fibres de soleus controles. Toutefois, ces relations présentent des
niveaux de tension passive et une pente plus faibles que ceux observés pour les fibres de
soleus contrdles, ’effet étant plus important pour les fibres devenues rapides aprés
suspension. Le comportement élastique passif d’une fibre musculaire est caractérisé par
I’isoforme de titine présente et notamment par la taille du segment PEVK (Labeit et
Kolmerer, 1995). Les modifications mécaniques observées sur les fibres de soleus apres
suspension pourraient s’expliquer par la présence d’une isoforme de titine différente. En effet,
cette protéine de trés haut poids moléculaire est trés difficile a analyser en électrophorése
(Granzier et Wang, 1993b), il se peut alors que des modifications subtiles de la protéine, non
détectées en électrophorése, soient apparues aprés suspension.

Apres atrophie, on observe pour les fibres lentes et rapides de soleus une diminution
de la tension isométrique maximale (mN) qui est associée a la diminution de diametre et a la
perte de protéines myofibrillaires généralement décrites aprés suspension. Par conséquent, la
diminution du niveau de tension passive et de la valeur du module élastique complexe
observée aprés atrophie pourrait rendre compte d’une quantité plus faible de titine au niveau
des sarcomeéres. Par ailleurs, les modifications plus importantes observées pour les fibres
devenues rapides aprés suspension, ne peuvent s’expliquer par une perte plus importante de
protéines myofibrillaires. En effet, celles-ci subissent une diminution de diamétre équivalente

a celle des fibres restées lentes. On peut alors suggérer une organisation différente de la
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protéine au sein du sarcomére aprés suspension, ou une fixation fragilisée au niveau de la

strie Z et/ou aux filaments épais de myosine.

C - EFFETS DE LA DEPOLYMERISATION

Les expériences de dépolymérisation ont permis d’étudier les propriétés élastiques de
la portion de titine située dans la bande A et liée aux filaments épais de myosine. Dans les
conditions physiologiques, cette partie de la protéine ne participe pas au développement de
tension passive sauf lors d’étirements importants (> SLy) ou elle est alors détachée de la
myosine (Wang et coll., 1991). Les fibres sont traitées & 1’aide d’une solution de KCl qui
extrait sélectivement et de fagcon homogéne la myosine dans la bande A (Higuchi et Ishiwata,
1985). La dépolymérisation de ’ensemble des fibres est vérifiée par analyse électrophorétique
des chaines lourdes de myosine. Les résultats suggérent une dépolymérisation homogéne
d’environ 50 % sur ’ensemble des fibres, ce qui nous permet de comparer directement les
différents groupes de fibres étudiées.

Apreés dépolymérisation, on observe pour les fibres de soleus et ’EDL contrdles une
chute de la tension passive ainsi que du module élastique complexe comparée aux controles
pré-dépolymérisation respectifs. L ’extraction de la myosine a permis de libérer une partie de
la titine liée au filament épais. La diminution comparable de la valeur du module complexe
entre ces deux populations de fibres laisse supposer que la portion de la molécule liée & la
myosine posséde les mémes caractéristiques élastiques et est identique entre les fibres de
soleus et d’EDL contrdles.

Apreés suspension, on observe également une diminution de la tension passive et de la
valeur du module élastique complexe suite & la dépolymérisation. Les effets de la
dépolymérisation sont étre plus marqués pour les fibres de soleus devenues rapides, alors que
le degré de dépolymérisation est équivalent entre les fibres lentes et rapides de soleus.

Ces résultats suggérent que la portion de la molécule de titine localisée dans la bande
A ne semble pas avoir subi de modification aprés suspension et garde des propriétés

élastiques équivalentes a celles des fibres de soleus contrdles.
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EN RESUME

L’atrophie musculaire développée aprés 14 jours de suspension, modifie [’expression
des protéines contractiles et régulatrices et induit une évolution dans le sens lent — rapide
des fibres de soleus. Ces modifications structurales entrainent une évolution fonctionnelle
vers un type plus rapide des fibres de soleus, a la fois au niveau des propriétés contractiles et
des propriétés élastiques de la composante élastique série localisée dans la téte de la
myosine. Par contre, les propriétés élastiques passives liées a la titine, protéine sarcomérique
élastique, ne semblent pas étre modifiées aprés suspension. Son réle structural important au
niveau des sarcoméres et lors de la contraction musculaire pourrait expliquer que cette
protéine, qui ne subit pas de modification, contribue a un bon maintien de l’intégrité des
sarcomeéres et de l’organisation myofibrillaire des muscles atrophiés aprés une période

d’hypodynamie-hypokinésie.
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DEUXIEME PARTIE

Etude des propriétés contractiles de fibres musculaires de souris

atteintes d’une maladie dégénérative du motoneurone.

Dans la premiére partie de notre thése, nous avons étudi€¢ les transformations
structurales et fonctionnelles survenant lors d’une atrophie de non-utilisation. Les
perturbations observées peuvent avoir pour origine soit des modifications d’origine purement
myogene, soit des changements de la commande nerveuse (origine neurogéne), ou une
combinaison des deux.

Notre objectif dans cette deuxiéme partie est d’étudier le réle du message nerveux
dans le déclenchement des transformations induites dans des conditions de dysfonctionnement
neuromusculaires. Le modéle expérimental utilisé est la souris wobbler. Ces animaux sont
atteints de la mutation récessive wobbler et développent une maladie dénégérative du
motoneurone. Les syndromes cliniques de cette mutation se manifestent au niveau musculaire
dés la quatriéme semaine post-natale par une atrophie trées marquée des muscles du cou et des
pattes antérieures, puis se poursuit au niveau des muscles des pattes postérieures (Duchen et
coll., 1966, 1968). Alors que les caractéristiques morphologiques et cliniques des mutants
wobbler sont largement décrites (Baulac et coll., 1983 ; Duchen et coll., 1966, 1968), il
n’existe aucune donnée concernant les propriétés contractiles des fibres musculaires. Ainsi,
cette étude nous a permis d’établir la relation entre le contenu en protéines contractiles et
régulatrices avec les propriétés contractiles des fibres musculaires, & deux étapes du

développement de la maladie.
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I- EVOLUTION STRUCTURALE

L’analyse électrophorétique des chaines lourdes de myosine réalisée sur muscles
entiers montre que les muscles soleus ont un profil de type rapide avec seulement 29.4 % de
MHC I 4 5 semaines et 37.2 % a 7 semaines. Par contre, les muscles SCM ont un profil
purement rapide avec I’expression prédominante de la MHC IIB a 5 semaines et I’expression
mixte des isoformes rapides de la MHC IIA et de la MHC IIB a 7 semaines. Le glissement
vers un profil plus lent des muscles soleus et SCM entre 5 et 7 semaines peut étre di a Ieffet
age. En effet, aux ages étudiés, 5 et 7 semaines post-natales, les souris se trouvent au stade
développemental pour atteindre 1’4ge adulte vers 14 semaines (Rowe et Goldspink, 1969 ;
Wirtz et coll., 1983).

Les résultats obtenus pour les muscles soleus sont différents de ceux décrits chez le
rat, ou le soleus présente un profil de type lent (Delp et Duan, 1996). Des études
histochimiques ont montré que le muscle soleus de souris a une composition en MHC
différente de celle d’autres mammiféres, avec environ 40 % de fibres de type I a 1’4ge adulte
(14 semaines) (Dribin et Simpson, 1977) et seulement 25 % dans les premiers mois apres la
naissance (Parry et Parslow, 1981).

L’isoforme de MHC IID(X) n’a jamais ét¢ détectée dans notre étude, bien que notre
protocole électrophorétique nous permette de séparer les trois isoformes rapides de MHC dans
les muscles de rat. Des études par immunoblot et des analyses immunohistochimiques ont
révélé la présence de la MHC IID(X) dans les muscles des pattes postérieures et le
diaphragme de souris adultes, mais jamais dans le muscle soleus (Parry et Zardini, 1990 ;
Zardini et Parry, 1994). Ces auteurs concluent que chez la souris I’isoforme de MHC IID(X)
co-migre avec celle de la MHC IIA. Ainsi, nous ne pouvons exclure I’hypothése que cette

isoforme soit exprimée dans les muscles SCM.

Chez les souris wobbler, les muscles soleus et SCM montrent une évolution dans leur
composition en MHC vers un profil plus lent. Des évolutions similaires dans 1’expression des
MHC du type rapide vers le type lent mettant en cause le message nerveux, ont déja été
observées aprés des expériences de dénervation sur des muscles rapides chez le lapin (d’ Albis
et coll.,, 1994), ou le rat (Jakubiec-Puka et coll., 1990 ; Windisch et coll., 1998) ou aprés
électrostimulation chez le lapin (Pette et Vrbova, 1999). Une modification de I’expression des

MHC a également été décrite lors de pathologies musculaires. Ainsi, une augmentation des
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formes lentes de MHC a été observée chez les souris dy/dy (Reggiani et coll., 1992) ou
kyphoscoliotique (Maréchal et coll., 1996).

Dans les muscles des animaux wobbler, aucune isoforme de MHC développementale
n’a été détectée. Il apparait en outre que la période ou le phénotype wobbler se manifeste
nettement correspond a un dge compris entre 3 et 6 semaines post-natales (Pollin et coll.,
1990). Ainsi, les modifications dans 1’expression des MHC des muscles soleus et SCM chez
les animaux wobbler pourraient étre attribuées a une transformation des fibres musculaires,
plutdt qu’a un processus de dégénération/régénération. De plus, I’apparition d’un grand
nombre de fibres hybrides qui expriment différentes combinaisons des isoformes rapides et
lentes des MHC, semble suggérer un phénoméne de transformation des fibres musculaires
dans le sens rapide — lent, plutdt qu’une dégénérescence préférentielle des fibres musculaires
de type rapide chez les animaux wobbler. Toutefois, 1’influence d’une réinnervation partielle
des fibres musculaires n’est pas a exclure. Il a ainsi été montré que 1’innervation motrice des
muscles squelettiques devenait anormale chez les animaux wobbler avec la présence de
collatérales qui innervent plusieurs fibres musculaires (Blondet et coll.,, 1992 ; Duchen et
coll., 1968). Ce phénoméne de réinnervation a déja été décrit suite & des expériences de
dénervation partielle (Hoffman, 1950) et a également été observé lors de myopathies chez des
souris med (motor end plate disease) (Duchen, 1970 ; Pingon-Raymond et Rieger, 1981) et
dystrophiques (Harris et Ribchester, 1979).

L’analyse des chaines légéres de myosine sur les muscles SCM indique pour les
animaux wobbler une augmentation de I’isoforme lente des chaines légéres régulatrices (MLC
2s), accompagnée d’une diminution de I’isoforme rapide de MLC 2f. Par contre, pour les
muscles soleus, aucune modification des chaines légéres essentielles et régulatrices n’est
observée. Il semblerait pour les muscles soleus que ’expression des chaines légéres de
myosine ne suit pas celle des MHC, comme cela a déja été montré dans des conditions
pathologiques (Salviati et coll., 1986b). Il apparait en outre que la proportion de 1’isoforme
rapide des chaines légéres essentielles de myosine MLC 3f est inchangée chez les animaux
wobbler, a la fois pour les muscles soleus et SCM. Ceci peut étre expliqué par les mécanismes
cellulaires qui régulent différemment !’expression des chaines légéres essentielles et
régulatrices de myosine. Ainsi, des expériences d’électrostimulation conduisant a la
transformation du muscle tibialis anterior de lapin dans le sens rapide — lent, ont mis en
évidence la co-expression d’isoformes rapides et lentes des chaines légéres essentielles avec

des isoformes lentes et rapides de chaines lourdes de myosine (Leeuw et Pette, 1996).
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Une autre protéine régulatrice, la troponine C (TnC), qui possede un rdle important
dans la régulation de la contraction musculaire a également été étudiée. Les muscles soleus
contrdles expriment a la fois les isoformes lentes et rapides de TnC, le signal correspondant a
I’isoforme lente étant prédominant. Toutefois, les muscles soleus contrdles expriment
majoritairement les isoformes rapides de MHC, ce qui montre qu’une co-expression de
I’isoforme lente de TnC avec des isoformes rapides de MHC peut étre rencontrée. Il en est de
méme pour les muscles SCM contrdles qui expriment de la TnC lente alors que la MHC I
n’est jamais détectée. Cette association non-conventionnelle entre une isoforme lente de TnC
et des isoformes rapides de protéines contractiles n’a jamais été décrite sur des muscles
controles (Pette et Staron, 1990 ; Schiaffino et Reggiani, 1996), mais a déja été observée dans
des fibres de lapin de type IIA au cours d’une transition dans le sens rapide — lent aprés
électrostimulation (Leeuw et Pette, 1993).

Chez les animaux wobbler, on observe une augmentation d’expression du signal
correspondant a l’isoforme lente de TnC accompagnée d’une diminution de celui
correspondant a 1’isoforme rapide. Ces modifications d’expression des isoformes de TnC
suivent la méme évolution que celle des isoformes lentes des chaines légéres et lourdes de

myosine dans les muscles soleus et SCM.

Ainsi, chez les animaux wobbler, on observe la transformation des muscles soleus et
SCM vers un type plus lent a la fois pour les protéines contractiles et régulatrices. Il
semblerait en outre que ces modifications structurales au niveau musculaire suivent le
processus de dégénération des motoneurones décrit chez ces animaux et particuliérement actif

aux deux ages étudiés (Pollin et coll., 1990).

II - ATROPHIE MUSCULAIRE

Les fibres des muscles soleus et SCM contrdles présentent avec I’dge une
augmentation de la valeur de la tension maximale développée (Po, uN). Toutefois, lorsque la
tension maximale est exprimée en fonction du diamétre des fibres (kN m™) aucune différence

significative n’est observée entre 5 et 7 semaines. L’augmentation de la tension maximale
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(uN) est donc & associer & 1’augmentation du diamétre des fibres due au développement

normal des animaux.

Chez les animaux wobbler, on observe dés 5 semaines une diminution de la tension
maximale développée pour les fibres des muscles SCM, alors qu’elle n’apparait qu’a 7
semaines pour les fibres des muscles soleus. Lorsque la tension maximale est exprimée en
fonction du diametre des fibres, aucune modification n’est observée par rapport aux fibres des
muscles contrbles. Ces résultats suggérent que les ponts actine-myosine développent la méme
force dans les fibres musculaires d’animaux wobbler et contrbles. Ainsi la chute de tension
maximale observée chez les animaux wobbler peut étre associée & la diminution du diamétre
des fibres et & une perte en protéines contractiles. De plus, 1’évolution différentielle de
’atrophie musculaire observée a la fois pour les muscles soleus et SCM entre 5 et 7 semaines
est en accord avec d’autres travaux qui ont montré une susceptibilité différente des régions
cervicales et lombaires de la moelle épiniere a la dégénération des motoneurones lors de la
maladie wobbler (Baulac et coll., 1983 ; Duchen et coll., 1968).

III - PROPRIETES D’ACTIVATION CALCIQUE

Les fibres lentes et rapides de soleus ont & 5 et 7 semaines des propriétés d’activation
calcique différentes. Les fibres rapides possédent un seuil d’activation plus élevé (plus faible
valeur de pCa seuil) et une valeur de pente de la relation Tension/pCa (paramétre ny) plus
grande, comparés aux fibres lentes. De plus, ces deux types de fibres possédent a 5 semaines
la méme affinité calcique (pCasp), alors qu’a 7 semaines les fibres rapides ont une affinité
calcique plus faible que celle des fibres lentes. Les fibres rapides de SCM contrdles ont des
caractéristiques d’activation calcique équivalentes a celles trouvées pour les fibres rapides de
soleus. Les relations Tension/pCa des fibres rapides de soleus et SCM montrent avec 1’dge un
décalage vers des concentrations calciques plus élevées.

La position et/ou 1’allure de la relation Tension/pCa est classiquement associée a
I’affinité calcique des myofilaments (Danieli-Betto, 1990 ; Takagi et Endo, 1977). Ainsi,
I’augmentation de 1’expression de !’isoforme rapide de TnC dans les muscles SCM & 7
semaines, comparée a 5 semaines, pourrait expliquer la baisse d’affinité calcique observée

pour les fibres rapides. De plus, des hypothéses suggerent que la sensibilité des fibres
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musculaires vis-3-vis du calcium serait également modulée par des isoformes de TnT
(Schachat et coll., 1987). Des transitions dans 1’expression des différentes isoformes de TnT
entre 5 et 7 semaines pourraient également expliquer la plus faible d’affinité calcique

observée pour les fibres rapides de soleus.

Chez les animaux wobbler, les relations Tension/pCa indiquent une perte d’affinité
calcique (diminution de la pCasg) pour les fibres rapides de SCM a la fois & 5 et a 7 semaines
et uniquement & sept semaines pour les fibres de soleus confirmant I’évolution différentielle
de la pathologie sur I’animal. L’analyse des protéines contractiles et régulatrices au niveau
des muscles entiers montre une augmentation d’expression des isoformes lentes chez ces
animaux wobbler. Cette modification d’expression de ces protéines vers des isoformes de
type lent pourrait laisser prévoir, chez les animaux wobbler, un déplacement des relations
Tension/pCa vers des concentrations calciques plus faibles, c’est-a-dire dans le sens d’une
augmentation d’affinité vis-a-vis du calcium, ce qui n’est pas le cas. L apparition d’un grand
nombre de fibres hybrides chez les animaux wobbler qui accompagne la transformation dans
le sens rapide — lent, suggére donc, comme mentionné précédemment, une modification
d’expression d’autres protéines régulatrices pouvant influencer 1’affinité calcique du systéme
contractile. Il a ainsi été montré lors d’expériences d’électrostimulation chez le lapin (Hértner
et coll., 1989 ; Leeuw et Pette, 1993) une transition ordonnée des isoformes rapides de TnT

vers les isoformes lentes.

EN RESUME

Nos résultats décrivent chez les animaux wobbler une modification des propriétés
biochimiques et structurales dans le sens rapide — lent des muscles soleus et SCM. Le degré
de transformations de ces deux muscles est fonction de ['évolution différentielle de la

pathologie chez l'animal.
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CONCLUSION GENERALE
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Ce travail a contribué & mettre en évidence la nature dynamique du muscle
squelettique, démontrée par sa capacité d’adaptation face a des facteurs modifiant sa mise en
jeu tels que la diminution de la charge et la modification du message nerveux moteur
(hypodynamie-hypokinésie ou pathologie wobbler).

Cette capacité d’adaptation du muscle squelettique se traduit par une modification des
caractéristiques structurales et fonctionnelles des fibres qui le composent. Le tableau 14
résume [’ensemble des principaux résultats obtenus aprés une période d’hypodynamie-
hypokinésie et au cours de la pathologie wobbler.

La capacité d’adaptation du muscle squelettique a ces dysfonctionnements se traduit

par les grandes caractéristiques suivantes :

1) I’apparition d’un grand nombre de fibres hybrides, indiquant une transformation du
phénotype musculaire marquée par une modification d’expression en isoformes des protéines
myofibrillaires, notamment de la MHC. Deux schémas de transformation, de sens opposés,
peuvent étre déduit de notre étude. Dans le développement de I’atrophie de non-utilisation, les
co-expressions au niveau des fibres de soleus des isoformes de MHC I + IIA, ITIA + IID(X) et
[TA HID(X) +IIB indiquent une transformation du muscle soleus dans le sens lent — rapide
suivant un ordre d’expression des MHC : I — IIA — IID(X) — IIB. Au contraire, au cours de
la pathologie wobbler, on observe pour les muscles soleus et SCM une transformation dans le
sens rapide — lent selon un ordre d’expression des MHC : IIA/D(X) — I pour le muscle
soleus et IIB — IIA/D(X) — I pour le muscle SCM.

Ainsi, la redistribution des isoformes de MHC observée aprés les dysfonctionnements
neuromusculaires étudi€s, a permis de confirmer I’hypothése de transition entre les différentes
isoformes de MHC selon un ordre préférentiel conforme au schéma de transformation des
fibres proposé par Pette et Staron (1997) : I & IIA « IID(X) <« IIB. Il est clair que cette
plasticité séquentielle des isoformes de MHC intégre la co-expression de certaines isoformes
de MHC.

Enfin, la redistribution des isoformes des protéines myofibrillaires a également été
observée au niveau des protéines régulatrices telles que les MLC et TnC. Toutefois, la co-
expresssion inhabituelle d’isoformes rapides de MHC avec des isoformes lentes de certaines
protéines régulatrices indique des processus de régulation spécifiques pour chaque protéine et

ses différentes isoformes.
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wobbler

Lent — rapide Transformation Rapide — lent
phénotypique du
muscle
fibres lentes fibres rapides Soleus Soleus SCM SCM
5 semaines | 7 semaines | S semaines | 7 semaines
Diminution Diminution fibres
. rapides :
- diamétre - diamétre Atrophie des
- Py (mN) - Py (mN) fibres. Pas de Diminution Diminution
- Py (kN m-z) musculaires modifications
- diamétre - diameétre
- Po (uN) - Po (uN)
Diminution fibres lentes et|
rapides
- pCa seuil
- pCasp Diminution | Diminution | Diminution
Pas de Augmentation Propriétés Pas de - pCaso - pCaso - pCa seuil
modifications fonctionnelles des| modifications - pCasg
-y fibres
- Vo musculaires
-t ) soumises a une
- compliance activation
calcique
Propriétés
Pas de modifications élastiques Non testées
passives des
fibres
musculaires

Tableau 14 : Résumé des principaux résultats obtenus avec les différents modéles utilisés.
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2) pour les deux situations conduisant & une atrophie, une modification des
caractéristiques contractiles des fibres musculaires apparait, tout spécialement une diminution

de I’affinité calcique.

3) une atrophie musculaire qui se traduit pour l’ensemble des fibres par des
diminutions du diameétre et de la tension maximale, celles-ci étant plus importantes pour les
fibres rapides. Pour ces derniéres, la perte de force peut €tre liée, non seulement a une perte
du nombre de ponts actine-myosine, mais aussi a une diminution de la force développée par
chaque pont en relation avec la baisse d’affinité calcique des protéines contractiles et/ou, avec

un espace interfilamentaire modifié.

II apparait en plus, pour le soleus de rat aprés une période d’hypodynamie-
hypokinésie, une modification des propriétés €lastiques des fibres musculaires soumises a une
activation calcique qui évoluent vers celles d’un muscle rapide. Ces transformations semblent
étre liées a des modifications du contenu en protéines contractiles (MHC). Par contre, aucune
évolution des propriétés élastiques passives liées a la titine n’est observée sur les fibres de
soleus. Le r6le structural important de cette protéine dans le sarcomeére permettrait d’expliquer
la préservation structurale des muscles aprés une atrophie de non-utilisation telle que

I’hypodynamie-hypokinésie.

La part revenant au message nerveux dans les deux types de transformation est
intéressante a examiner.

Au cours de la pathologie wobbler, la modification du message nerveux moteur
provoque la transformation des caractéristiques structurales (expression des isoformes lentes
des protéines contractiles et régulatrices) et fonctionnelles (diminution du diamétre, de la
force et de l'affinité calcique) musculaires. Des transformations plus prononcées sont décrites
pour le muscle SCM, lequel est particulierement affecté au cours de la pathologie wobbler. Le
message nerveux délivré aux muscles apparait étre une composante essentielle dans le
maintien des caractéristiques musculaires.

Dans le développement de l'atrophie de non-utilisation, les conditions d'hypodynamie-
hypokinésie entrainent des transformations fonctionnelles comparables (diminution du
diametre, de la force et de 'affinité calcique). Par contre, les modifications structurales vont
dans le sens d'une augmentation des isoformes rapides des protéines contractiles et

régulatrices. Outre la diminution de la charge qui est un facteur clef dans le déclenchement de
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I’atrophie musculaire de non-utilisation, le role du message nerveux moteur, attesté
clairement par des modifications de 'EMG (Alford et coll., 1987 ; Blewett et Elder, 1993 ;
Leterme et Falempin, 1998), est €galement a prendre en compte dans l'interprétation des
transformations observées aprés une période d'hypodynamie-hypokinésie. En effet, des
expériences d'électrostimulation couplées a la suspension (Furby et coll., 1993 ; Leterme et
Falempin, 1994) provoquent la récupération des cinétiques de contraction, mais pas de
l'atrophie (pertes de masse et de force). Un des aspects des modifications du message nerveux
se situe au niveau du message afférent. Ainsi, une étude menée au laboratoire (Falempin et
Fodili-In-Albon, 1999) a montré que des vibrations tendineuses appliquées chaque jour
peuvent enrayer partiellement la perte de masse musculaire et la diminution du diamétre des
fibres de soleus. Les vibrations limitent également les transformations de la cinétique de mise
sous tension lors de la secousse isométrique du muscle. Par contre, elles ne permettent pas de
prévenir les transformations structurales observées aprés une période d'hypodynamie-
hypokinésie. Ces données mettent donc en évidence la place du message nerveux dans les
transformations des caractéristiques musculaires du soleus en situation d’hypodynamie-
hypokinésie. Modifier ou restaurer ces messages ouvre des perspectives en termes de contre-

mesure.

Les résultats obtenus dans cette étude sur les propriétés fonctionnelles. des fibres
musculaires, ont montré que, parmi les protéines régulatrices de la contraction, 1’expression
de la troponine C était modifiée. Cependant, nos résultats (notamment le positionnement et la
pente de la relation Tension/pCa) indiquent que d’autres protéines régulatrices pourraient étre
impliquées dans les changements des propriétés contractiles des fibres transformées,
notamment la troponine T. En effet, cette protéine participe a la sensibilité calcique des fibres
musculaires et existe sous de nombreuses isoformes. Une étude approfondie des variations
d’expression des isoformes de la troponine T, de méme que leur influence sur les propriétés
d’activation de la tension par le calcium serait intéressante a entreprendre sur des fibres
musculaires normales et atrophi€es. En particulier, au niveau de la fibre musculaire, une telle
étude pourrait permettre de suivre la corrélation entre l'activité fonctionnelle de la fibre, sa
composition en chaines de myosine et sa composition en troponine C et troponine T. Une telle
approche, au niveau de la fibre, devrait nous conduire & mieux comprendre les co-expressions
possibles des différentes protéines contractiles et régulatrices et leurs conséquences sur le

fonctionnement de la fibre musculaire. En outre, il serait intéressant de déterminer si des co-
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expressions d'isoformes lentes et rapides de TnT peuvent exister sur une méme fibre, comme
nous l'avons observé pour la TnC, et de définir les combinaisons possibles d'expression des
isoformes lentes et rapides de TnT et TnC. De telles interactions souligneraient le fait que les
cellules musculaires ont & leur disposition un systéme extrémement performant pour moduler
la sensibilité de leur machinerie contractile au calcium et répondre 4 diverses conditions de
fonctionnement. Enfin, la corrélation entre les expressions d'isoformes de TnT et TnC et
I'expression des MLC et des MHC nous permettrait de définir s'il existe des programmes

coordonnés d'expression des différentes protéines contractiles.
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