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he present work aims at assessing the role of a post-translational modification,

phosphorylation, of a regulatory protein of skeletal muscle contraction, the

Myosin Light Chain 2 (MLC2) in the case of long term muscular phenotype
transformations. These transformations were induced by changes in environmental conditions,
particularly due to changes in neuromuscular activity. To this end, a multidisciplinary study
was conducted in order to combine several approaches necessary to investigate the present
research area : a functional, a biochemical and a proteomic approach.

Our work was carried out as well in the “Laboratoire de Plasticité Neuromusculaire”
(Université de Lille, France, PhD Director Pr. L. Stevens) as in the “Laboratory of Muscle
Biophysics” (University of Padova, Department of Anatomy of Physiology, Italy, Head Pr. C.
Reggiani). This work was supported by a grant from European Union devoted to young

scientist inside a Research and Training Network.

MLC2 is a ~17kD contractile protein of the muscle thick filament. It is localized in the

‘neck domain of the Myosin Heavy Chain (MHC). MLC2 is represented by two different

isoforms : a slow one, named MLC2s and a fast one, MLC2f. MLC2 plays an important role

in skeletal muscle contraction, first, by its Ca* / Mngr sensitive site located in its amino
terminal part and, more particularly, by its phosphorylation site (Szczesna, 2003).

After tetanic stimulation, MLC2 is known to potentiate skeletal muscle contraction,
especially in fast muscles (Manning et Stull, 1982). The mechanisms that occur during
contraction potentiation are well known : MLC2 is able to facilitate cross-bridge cycling and,
thus, fo increase actin-myosin interaction (Sweeney et Stull, 1990). This process is a rapid and
reversible mechanism that is considered as a cellular adaptation to its environment to
counteract the fatigue effects in fast muscles.

Phosphorylation of the MLC2 isoforms is a controversial mechanism in skeletal
muscles. In smooth muscles, MLC2 is phosphorylated in two positions, ser 19 and ser 1-2 or
thr 9, whereas in skeletal muscles, only one aminoacid has been showed to be phosphorylated,
in ser 14 position for the slow MLC2 isoform and in ser 15 for the fast one. Whether a second
site of phosphorylation exists in skeletal MLC2 is hypothetical. Phosphorylation is realized by
a Ca**-calmodulin dependant enzyme, the MLC kinase (MLCK). The removal is made by



Myosin Phosphatase (MP), composed by a catalytic subunit (PP1, Protein Phosphatase 1) and
a regulatory subnunit (MYPT2, Myosin Phosphatase Target 2), specific to the skeletal muscle.
In smooth muscles, other kinases can phosphorylate MLC2, like Rho kinase or Protein
Kinase C. The possibility of such mechanisms in skeletal muscles is not yet established.

Muscle plasticity is known to be an important characteristic of skeletal muscle to adapt
to the environmental changes. It is clear that neuromuscular activity acts on muscle phenotype
determination. Generally, a decrease in neuromuscular activity changes slow muscle
phenotype to faster one, and an increase in neuromuscular activity modifies fast muscle
phenotype into a slower one. These transformations are deeply marked on contractile protein
expression, such as MHC, MLC, troponins.....They also induce changes in muscle functional
properties. Consequently, skeletal muscle is able to counteract changes caused by exogen
stimuli by transforming in an optimal mode.

Evidences about post-translational regulations adding to contractile protein transitions
that alter muscle phenotype are described, as MLC2 phosphorylation or glycosylation in
skeletal muscles. A relation between neuromuscular activity and MLC2 phosphorylation
seems to exist. Thus, electrical stimulations that produce tetanos increase transitorily MLC2
phosphorylation, the effects being more pronounced in fast than in slow muscles. These
transformations in MLC2 phosphorylation are supposed to be linked to variations in calcium
sensitivity of muscle fibers (Sweeney et Stull, 1990).

While short term adaptations, i.e. potentiation of muscle contraction, are well
described‘in skeletal muscles, our knowledge about events occurring in long term adaptation
are very poor at the MLC2 phosphorylation level. With the aim to understand these
phenomena, we analyzed on slow (soleus) and fast (EDL or extensor digitorum longus,
plantaris) rat skeletal muscles, the variations of MLC2 phosphorylation in the case of various
models of slow—fast and fast—slow muscle phenotype transitions, linked to changes in
neuromuscular activity. All the aspects of muscle plasticity required different technical
approaches : we wused skinned fiber measurements, mono- and bi- dimensional
electrophoreses, western blots and mass spectrometry analysis. RT-PCR experiments were

also necessary to study kinase and phosphatase expressions at the transcriptional level.

We divided our work into three parts :
Part 1. Firstly, we analyzed the changes in MLC2 phosphorylation in the case of high
reductions of neuromuscular activity that led to slow—fast phenotype transitions, in relation

to the Ca®* affinity determined by skinned fiber experiments (Tension/pCa relationships). The

2



role of the nervous message in regulating MLC2 phosphorylation was also investigated in this
part.

Part 2 Secondly, we completed the investigations of Part 1 by analyzing MLC2
phopshorylation in the case of opposite phenotypical transformations, i.e. fast—slow
transitions, caused by increases in neuromuscular activity.

Part 3. Finally, we studied the mechanisms that permitted to regulate the MLC2
phosphorylation / dephosphorylation via the two enzymes MLCK / MP.

Part 1. We first determined the relation between neuromuscular activity, muscle
phenotype, changes in Ca®" sensitivity and variations in MLC2 phosphorylation. We used
four models. First, we compared the variations occurring during 15 days of hypodynamia-
hypokinesia (HH, also named HU for Hindlimb Unloading) to 15 days of clenbuterol
treatment (CB). HH is known to produce slow—fast transformations, decrease in
Ca’’sensitivity and muscular atrophy, whereas CB produces in a same manner slow—fast
transitions, but increase in Ca® sensitivity and muscular hypertrophy.

Hypodynamia-hypokinesia and clenbuterel treatment both led to slow—fast
transitions, well marked on MHC and MLC isoform expression patterns (increase in MHClla,
appearance of MHCId/x and MHCIb relative expressions, and increase in MLC2f

“expression). We described muscular atrophy and decrease in Ca®" sensitivity after HH,
whereas CB soléus was hypertrophied, its Ca®" sensitivity being increased. These two latter
effects were reversed by combined treatment (HH+CB) The analysis of the MLC2s and
MLC2f variants by 2D-electrophoresis demonstrated an increase in MLC2 phosphorylation
after HH and CB. In CONT soleus, MLC2s variants were divided in two spots : 2s and the
more acidic 2sl, and MLC2f was expressed only as 2f variant. However, the increase in
MLC2 phosphorylation in HH and CB corresponded to the appearance of two acidic spots 2s2
and 2f1. The use of a specific phosphatase PP1 showed that 2s and 2f were unphosphorylated
variants while 2s2 and 2f1 were phosphorylated. The 2s1 spot was not completely removed
by PP1 treatment. ;

We suggested that the increased MLC2 phosphorylation observed in HH and CB

conditions was better correlated to slow—fast phenotype transitions than to variations in Ca*



sensitivities. We explained the partial removing of 2s1 by the possible existence, in the same
isoelectric point, of two various isoforms or two different MLC2s variants.

These results were described in the published paper entitled “Increased
phosphorylation of myosin light chain associated with slow-to-fast transition in rat
soleus“ by Bozzo et al. (2003).

Additional experiments (not yet published) were performed, concerning MLC2
phosphorylation in EDL after HH conditions. Even if it was atrophied (-25% from control
mass), no change was detected nor in EDL phenotype transformation, nor in MLC2

phosphorylation after HH.

To complete this study, we analyzed the variations in MLC2 phosphorylation in the
case of a total disappearance of the neuromuscular activity, obtained by a period of 15-days
denervation (DE) in soleus and EDL muscles. Moreover, increasing evidences point to a role
of the calcineurin-NFAT (CaN-NFAT) pathway, in mediating the effects of the low frequency
pattern of neural discharge on transcription of genes typical of slow muscle phenotype (such
as slow myosin subunits). Thus, we have undertaken in parallel the study of the role of this
way of regulation on MLC2 phosphorylation by inhibiting specifically the action of CaN by
cyclosporin A (CsA).

Denervation led to slow—fast transformations in soleus by increasing the relative
amount of MHCIId/x isoform. CsA also led to slow—fast transformations, but increased the
relative amount of MHCIIb. Moreover, muscle phenotype was affected for MLC expression
in DE, but not in CsA. In EDL muscle, DE and CsA led to a slight fast—slow transition.
MLC expression in EDL was still not affected by CsA.

Denervation increased MLC2 phosphorylation by expressing 2s2 and 2f1 variants in
soleus. Control EDL expressed a typical fast MLC2 profile composed of 2s1, 2s2 and 2f, 2f1,
while a slight decrease in phosphorylation (decrease in 2s2 expression) was observed in EDL
DE.

From this study, we hypothesized that an increase in MLC2 phosphorylation can be
correlated to a slow—fast phenotype transformation, and a decrease in MLC2
phosphorylation can be correlated to a fast—slow transformation. Moreover, it seems that
muscle phenotype expression and MLC2 phosphorylation are not exclusively regulated by a
CaN-NFAT dependant pathway.



These results were described in the paper entitled “Myosin light chain
phosphorylation in denervated slow and fast rat skeletal muscles “ by Bozzo et al. (2004),

submitted to American Journal of Physiology.

Part 2. In order to confirm our hypotheses about the correlation between variations of
MLC?2 phosphorylation and muscle phenotype transitions, we studied the changes in MLC2
phosphorylation in the case of an increased neuromuscular activity. First, we analyzed the
MLC2 phosphorylation in hypergravity conditions (induced by centrifugation) in soleus and
plantaris. Second, we determined the MLC2 phosphorylation level in the EDL submitted to
Chronic Low Frequency Stimulation (CLFS - 20Hz, 3 weeks).

Hypergravity at 2G produced a slow—slower phenotype transformation in soleus
" muscles from rats conceived, born and reared until adult stage (100 days) in HG. Marked
phenotype variations appeared in soleus since only slow MHCI was expressed after HG, but
no change in MLC2 phosphorylation was observed. No change in plantaris phenotype or
MLC?2 phosphorylation was observed.

In adult rats exposed to HG (2g, 19 days), a slight slow-—fast phenotype transition
occurred, only observed at the troponin level.

We concluded that i) gravity factor could interact with rat development, ii)
hypergravity on CBR rats did not provoke any MLC2 phosphorylation change because of the
very low basal level of MLC2 phosphorylation in control soleus, and iii) the effects occurring
in adult rat muscles were not sufficient to induce variations in MLC2 phosphorylation.

These results were described in the published papers entitled “Hypergravity from
conception to adult stage: effects on contractile properties and skeletal muscle
phenotype “ by Bozzo et al. (2003) and “Contractile properties of rat single muscle fibers
and myosin and troponin isoform expression after hypergravity” by Stevens ef al

(2003).

After Chronic Low Frequency Stimulation, very pronounced modifications in EDL
phenotype occurred since it was changed into a slower muscle. EDL after CLFS expressed
only MHCIIa and MHCI. The level of MLC2 phosphorylation was strongly modified. Indeed,
MLC?2 variants were reduced to 2s and 2f expressions whereas control EDL expressed 2s1,

2s2 and 2f, 2f1.



We confirmed here that a decrease in MLC2 phosphorylation was correlated to
fast—slow transitions. The relevance of the appearance of the 2s variant suggests that 2s and

2s1 are two different states of MLC2 post-translational regulation.

Part 3. To better understand the phenomena occurring during changes in the level of
MLC2 phosphorylation, we investigated MLCK and MP as principal actors of the MLC2
phosphorylation / dephoshorylation process.

RT-PCR analyses of MLCK, PP1 and MYPT2 transcripts in soleus muscles after HH
showed an increase by 55% in MLCK mRNA expression and a decrease in MYPT2 mRNA
amount by 50%. PP1 mRNA expression was not affected by HH. Analysis of protein amounts
was also performed after HH. In soleus, MLLCK expression increased in the same proportion
as its mRNA. PP1 amount did not change after HH. Unfortunatly, we could not analyze the
MYPT2 expression because of a lack of commercial anti-MYPT2 antibody.

After denervation, the MLCK protein expression increased by a 2.5 factor and no
change occurred in PP1 expression. In cyclosporin A-treated soleus, no change nor in MLCK
nor in PP1 was observed. In denervated EDL, MLCK expression was reduced by 33% and
PP1 expression did not change. No variation in MLCK and PP1 amount was observed after
CsA treatment.

In EDL CLFS, the expression of MLCK decreased and became similar to the one

observed in control soleus. PP1 expression did not change.

We suggested that the increase in MLC2 phosphorylation could be correlated to an
increase in MLCK expression (confirmed by mRNA and protein expressions) and a decrease
in the MP expression. Regulation by MP would be specifically dependant on the expression of
regulatory subunit MYPT2 (confirmed by mRNA expression) since no change was observed
in PP1 relative content.

Some of these results were described in the same paper as previously described,
entitled “Myosin light chain phosphorylation in denervated slow and fast rat skeletal
muscles “ by Bozzo ef al. (2004).



In this study, we analyzed the variations of MLC2 phosphorylation after changes in
slow and fast muscle phenotypes induced in most cases by alteration of neuromuscular
activity. We found that variations of MLC2 phosphorylation were linked to the transition in
muscle phenotype, via a regulation pathway not exclusively CaN-NFAT dependant. The
regulation (increase/decrease) of MLC2 phosphorylation was achieved by the MLCK and MP
proteins, thanks to an increase (decrease) in MLCK and a decrease (increase) in MP
expressions. The whole results raise some points of discussion and perspectives:

e When we compared the CsA model to the others, it is interesting to point out that CsA
was the only model that did not produce any transition in MLC isoform expression pattern.
Also, CsA did not induce any change in MLC2 phosphorylation. It seems that MLC2
phosphorylation is linked to MLC expression. If MLCK expression varies in parallel to the
MLC2 phosphorylation levels, it would be very interesting to analyze the MLCK and MLC2
promotors to detect a possible link in the activation of MLCK and MLC?2 genes.

¢ MLCK seems to be expressed differently according to the muscle type. The control éoleus
or slower EDL (EDL CLFS) would express low levels of MLCK while high levels would be
more charasteristic of control EDL and faster soleus (HH). We could suggest that the
expression of MLCK 1is based on a maximum/minimum scheme, the maximal expression
occurring when the fast program was activated, and the minimal when the slow program was
activated. 4 study of the kinetic changes in MLC2 phosphorylation levels and MLCK activities
during various time periods of CLFS in EDL and/or of HH in soleus could answer our
question.

. The pathway that permitted the nervous message to change the muscle phenotype and
MLC?2 phosphorylation level seemed to be not only CaN-NFAT dependant. The observation
of an increased phosphorylation after clenbuterol treatment suggested that, as in smooth
muscle, the MLC2 phosphorylation could be regulated by other enzymes as Rho kinase or
PKC, via an inhibition of the MYPT2, even if the 48% homology at the carboxy terminal end
(legation site of RhoK) between MYPT1 (smooth muscle) and MYPT2 (skeletal muscle)
makes it hypothetical.

e The relation between MLC2 phosphorylation and fatigue is a well known phenomenon in
short term regulation. Our work showed that this regulation by phosphorylation for

potentiation of muscular contraction was linked to the fast phenotype expression. The increase



of MLC2 phosphorylation in slow to faster soleus, relative to a reduced capability of soleus to
resist to fatigue strength, suggested that the faster soleus could create a high basal level of
phosphorylation and MLCK expression to answer altered functional demands in a fast

manner.
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ne enquéte personnelle, réalisée au sein d’une population non

sélectionnée, m’a permis de déterminer de fagon générale, ce que le

terme de « muscle » évoque chez une gente non éclairée, tout milieu
social confondu. A une simple question, « que vous inspire, résumé en quelques phrases, le
mot « muscle » ? », des réponses des plus éparses m’ont été proposées. Ainsi, la candeur d’un
enfant de 4 ans (Nicolas) qui m’exposait avec fierté que le muscle était « ce que [son] papa a
et que [sa] maman n’a pas!», la douceur d’une jeune fille s’extasiant devant les corps
d’éphebes des jeunes hommes de magazines (« c’est ce qu’il y a chez les beaux mecs !! » —
Justine, 17ans), le caractére plus mature d’une réponse incluant la notion de mouvement et de
complexité de ’organe (« le muscle est ’organe qui nous sert & bouger » - Jean-Marie, 47
ans), toutes ces réponses parmi tant d’autres me semblaient aprés une premilre analyse,
comme dessiner un spectre large des imaginations de notre société occidentale. Puis, une
« étude » plus attentive de ces réponses, a mis en évidence certaines récurrences : la force, le
mouvement mais aussi la beauté, et qui plus est, toutes ces notions se limitaient a I’'Homme.
Le muscle, dans notre société, serait donc limité a la catégorie du muscle squelettique strié
humain, et n’aurait pour simple role que de permettre & des individus en bonne santé de se
mouvoir, mais aussi de séduire. Quelle stupeur, une pensée aussi réductrice a propos de mon
organe de prédilection !?! Toutes les potentialités de cette formidable machinerie étaient donc
occultées, aussi simples & imaginer soient-elles. Le cceur n’est-il pas un muscle ? Les animaux
sont-ils incapables de mouvement ? Avons-nous les mémes capacités musculaires que nos
cousins hominideés, que nos ancétres ? Tous les muscles de notre corps soﬁt—ils les mémes ?
Bref, ’Evolution aurait-elle permis uniquement un développement des structures cérébrales ?
Les structures myofibrillaires, les capacités biochimiques et fonctionnelles seraient-elles les
mémes dans le cytosquelette d’une bactérie préhistorique, chez une amibe, que chez le plus

corticalisé des animaux ? Peut-€tre mon esprit scientifique me refusait-il 1’accés a une naiveté
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et une simplicité de raisonnement qui ont été influencées et modifiées par mes connaissances
de biologiste, mais le résultat de cette enquéte me frustra aprés 3 années d’études
approfondies de la plasticit¢ du muscle squelettique. La plasticité, un terme qui semble bien
éloigné des mots « chair » ou « viande » que j’avais pu entendre... Cette plasticité musculaire,
présente de facon aussi large que précise, permit au cours des temps de développer des
systémes extrémement dynamiques, en remodelage constant, a base de myosine et d’actine
permettant de transformer 1’énergie biochimique en énérgie mécanique, allant des premiers
cytosquelettes, pour prendre en complexité et aboutir & des systémes cardiaques, des systémes
vasculaires et viscéraux a muscles lisses, & nos fameux muscles striés squelettiques de la
séduction,..., mais aussi, permettant & chaque étre vivant de s’adapter & son environnement et
ses activités. La marche, la respiration, la circulation sanguine, le’ retour veineux, la
déglutition, la digestion, la vue, ’ouie, autant de systémes qui mettent en jeu des protéines
contractiles.

L’objectif de cette thése pourrait étre considéré tout aussi réducteur que ces
précédentes réponses, puisqu’il ne concernera qu'une forme de régulation des protéines
contréctiles a I’appui de la notion de plasticité musculaire. Mais dans le domaine du trés petit,
le muscle, dans la complexité de ses mécanismes de transformations moléculaires, offre un
immense jeu de pistes a explorer.

Toute cette complexité, aussi importante soit-elle, ne s’articule qu’autour d’un seul et
méme mécanisme moléculaire, c’est-d-dire l’interaction des deux grandes protéines
musculaires que sont I’actine et la myosine, afin de produire la contraction musculaire. Toute
influence en amont ou en aval de cette réaction vient modifier a court, moyen ou long terme le
profil de la contraction musculaire.

La contraction musculaire est un mécanisme qui ne se limite pas a 'enveloppe du

muscle. Elle est régie par des mécanismes, certes intramusculaires, mais aussi
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extramusculaires. Si nous nous limitons au muscle strié squelettique, responsable du maintien
de la posture et des mouvements, la contraction volontaire est dirigée par les centres nerveux
supérieurs qui répondent & des stimuli internes ou externes. Involontaire, c’est le réflexe.
L’étroite relation nerf-muscle est une notion importante, tout muscle recevant une innervation
appropriée et spécifique de son statut. Ce statut musculaire, appelé scientifiquement
phénotype, dépend de la nature des fibres qui composent le muscle. Il existe de fagon
simpliste, deux grands types de phénotypes musculaires. Les muscles lents composés en
majorité de fibres dites lentes, et les/muscles rapides, ayant une majorité de fibres rapides. La
composition moléculaire de chaque fibre refléte, de par sa composition en isoformes de
protéines musculaires, cette dualité lent / rapide. Toute modification de I’environnement,
toute adaptation, se traduira par une modification de la nature des divers éléments de cette
chaine, allant de la modification des « patterns »‘ de décharge nerveuse, & la transformation
myofibrillaire. Toutes ces modifications ne s’établissent cependant pas sous un mode
aléatoire. De fines régulations sont a la disposition de 'organisme afin de permettre la
meilleure conformation possible du systéme neuromusculaire a la demande et engendrer ainsi
la contraction la plus appropriée et la plus efficace face aux exigences de I’environnement. Il
s’agit alors de « feedback » nerveux, par I’intermédiaire d’organes intramusculaires sensibles
a la force contractile (organe tendineux de Golgi) ou a l’étirement (fuseau neuromusculaire),
et de méme, de contrbles intermoléculaires allant de 1’activation génique a la régulation de
I’activité des protéines codées.

Dans ces régulations moléculaires, il est une protéine, la MLC2, ou Myosin Light
Chain 2, qui, & I’heure actuelle, est connue pour réguler le comportement contractile de la
fibre musculaire. Les études qui ont porté sur 'importance du réle de la MLC2 ont en effet
démontré qu’elle intervenait via sa phosphorylation, dans la sensibilité au calcium des fibres

musculaires et entrainait une potentialisation de la contraction des muscles rapides que
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d’aucuns ont interprété comme un mécanisme de la cellule musculaire de type rapide pour
résister a la fatigue engendrée par une contraction intensive. Cependant, ces études ne se sont
portées majoritairement que sur des comportements a court terme de la phosphorylation de la
MLC2. L’importance des changements phénotypiques observés dans les muscles lors de
modifications a long terme, qui permettent une adaptation stable du muscle a son
environnement, contraste avec les changements observés lors des études de la
phosphorylation de la MLC2 & court terme, qui est un processus rapide d’adaptation de la
fibre musculaire.

Suscitant notre intérét, nous nous sommes focalisés pour ce travail de these, sur les
variations d’états de la phosphorylation de la MLC2 lors de transformations phénotypiques

rofondes, correspondant a 1’adaptation du muscle a son environnement.
P 5
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L. LE MUSCLE SOUELETTIOUE

A. COMPOSITION MACROSCOPIQUE

1. La macrostructure du muscle squelettique

Le muscle squelettique est composé de protéines qui, par leur organisation, permettent
la formation de structures contractiles. Ces protéines s'organisent en myofilaments qui
forment un réseau de myofibrilles dont 1'association crée les fibres musculaires (figure 1). Ces
fibres musculaires forment a leur tour les faisceaux musculaires qui composent le muscle.
Fibres, faisceaux et muscles sont entourés de gaines et enrobés de tissu conjonctif. Chaque
muscle squelettique s'insére sur l'os par l'intermédiaire de tendons qui permettent la

transmission de la force développée, un tendon pouvant supporter des charges de plus de

Tendon /\
\ ! ~-——Os
/4

500kg/cm?.

> .| —-a——Motoneurone Mvofibrill . 3
e onbriiie troponine —___g,_, %
- R & y tropomyosine e
2 actine —‘rir
» O
Réticulum 7.3 ,’4
Sarcoplasmique o I1éies St de

-~ myosine

o>
Filament Filament
€pais fin

Fai ‘ 3
aIsceau  gyriations - \
de fibres Fibre musculaire

Mitochondric

Figure 1. Représentation de la structure du muscle squelettique : du muscle entier aux
filaments contractiles.

20



2. La fibre musculaire

‘Les fibres musculaires sont des éléments cellulaires polynucléés de grande dimension
(pouvant mesurer jusqu’a plusieurs centimétres et d’un diameétre compris entre 20 et 150 um).
Le volume d’une fibre est occupé essentiellement par les myofibrilles, €léments formant
I’appareillage contractile (figure 1). A I'intérieur de la fibre musculaire se développe en outre«
un réseau complexe intracellulaire particulierement élaboré, le réticulum sarcoplasmique. Ce
réseau sarcoplasmique est en relation avec la membrane plasmique appelée sarcolemme, au
niveau de ses invaginations profondes en tubules transverses. Cette membrane délimite le
pourtour de la cellule et emprisonne les différents éléments baignant dans le sarcoplasme
(cﬁoplasme musculaire) au volume réduit a une fine couche située sous le sarcolemme et au
niveau des interstices entre myofilaments. Le sarcolemme est riche en protéines, glycogéne,
résidus phosphatés hautement énergétiques (ATP et créatine phosphate), myoglobine
(protéines ayant une affinité pour I’oxygeéne supérieure a I’hémoglobine), mitochondries, et en

enzymes intervenant dans le métabolisme cellulaire.

3. Les myofibrilles

D’une centaine par ﬂbré et d’un diameétre de 1 a 2 pm, elles sont composées de deux
types de myofilaments : le filament fin et le filament épais. Chaque myofibrille est enveloppée
d’un réseau membranaire complexe dérivé du sarcolemme qui s’invagine a intervalles
réguliers pour former le systéme tubulaire transverse (systtme T) (figure 2A). La
dénomination "striée" employée pour définir le muscle squelettique provient de la disposition
paralléle (entre eux et & I’axe de la fibre) et alternée de ses filaments (figure 2), qui définit
deux zones distinctes : réfringente (bande I=isotrope) et biréfringente (bande A=anisotrope).
En effet, ces zones mono et biréfringentes sont accolées les unes aux autres de fagon & étre
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exactement alignées selon des plans orthogonaux a 1’axe de la fibre. Chaque extrémité des
filaments fins est reliée a une structure appelée "strie Z" située au milieu de la zone
monoréfringente. La région d'une myofibrille comprise entre deux stries Z est nommée

"sarcomere" (figure 2B).

A Myofilament B

Myofibrille Stric 7 e

Sarcolemme
Triade
Citerne 11 Svstome T
Strie Z o ' ‘ g < ysteme
Nt v o 0 Systtme T~ £ o -
— S B2 1 Réticulum
N § s ! B — longitudinal
Bande A | Retlc:.ulun.] :
P ot : longitudinal
‘ . : Citerne
s Mitochondrie
Bande | Nt ' T Strie Z Sarcolemme

o Gt Triade

e s g A

Figure 2. Systémes tubulaires transverse et longitudinal du réticulum sarcoplasmique. A. Au
sein d’une fibre musculaire striée squelettique. D’aprés Marieb (1993). B. Représentation
schématique.

4. Le réticulum sarcoplasmique et le systéme tubulaire

Comme il I’a déja été partiellement évoqué, les myofibrilles sont enveloppées d’un
systéeme complexe de structures membranaires, constitué du réticulum sarcoplasmique (RS) et
du systtme T. Le RS est une structure intracellulaire fermée et constitue une réserve de
calcium. Le RS est formé d’une partie longitudinale et de citernes terminales. Il est accolé au
systtme de tubules transverses, au niveau des citernes terminales. La juxtaposition des
membranes d’un tubule transverse avec 2 citernes constitue une triade. C’est au niveau des
citernes terminales du RS que se trouvent des canaux récepteurs de la ryanodine (RyR =

'Ryanodin Receptor), responsables du largage du calcium contenu dans le RS. Ces RyR sont
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en relation étroite avec d’autres canaux, les DHPR (DiHydropyridin Receptor), récepteurs
sensibles a la dépolarisation membranaire. Ces structures vont jouer un role fondamental dans

le couplage excitation-contraction de la fibre musculaire (voir paragraphe I.C.1.)

B. COMPOSITION MICROSCOPIQUE DE LA FIBRE MUSCULAIRE : LES

MYOFILAMENTS

Les caractéristiques sarcomeriques sont dfies a la présence en leur sein d’une série
agencée de myofilaments (environ 4500 par fibre musculaire). Les myofilaments sont
composés de différentes protéines assurant l'organisation en filaments €pais et filaments fins
(figure 3A). La quantité de filaments fins est d’environ 3000 par myofibre alors que celle des
filaments épais est de I'ordre de 1500. Au centre de chaque sarcomeére se trouve donc un
rapport de 2 filaments fins pour 1 filament épais. La bande A est constituée de filaments fins
et épais, alors que la bande I ne contient que des filaments fins (figure 3B). Au centre de la
bande A se trouve une zone optiquement moins dense, la bande H, composée uniquement de
la partie des filaments épais ne comprenant pas les tétes S1 (décrites au paragraphe 1.B.1.a).
Cette bande H est trés réduite dans un muscle au repos, disparait lors de la contraction et est
fortement élargie lors de 1’étirement. Au centre de la bande H, une fine bande transversale est
décrite, la ligne M (figure 3) qui est constituée de multiples protéines, parmi lesquelles, la

protéine M et la myomésine.
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A Filament épais

J N

Filament fin

ReE

Figure 3. A. Représentation simple de [’organisation des myofilaments a [’intérieur d’'un
sarcomére. B. Image en microscopie d’un sarcomere.

1. Le filament épais

Il est caractéristique de la zone biréfringente et occupe la partie centrale du sarcomeére.
Ses deux extrémités, libres, peuvent entrer en contact étroit avec le filament fin (figure 3).
Dans sa portion centrale, correspondant a la ligne M, le myofilament s’épaissit, constituant la
zone d’interconnexion entre les molécules de myosine qui forment le filament épais (figure

4A).
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Queue Téte
1 »

Chaine lourde de myosine 7"’
. \

Ligne M
B LMM || HMM
[ |
Queue S2  Téte S1

1

2 Chaines légeres

2 Chaines lourdes de myosine

Trypsing == Papaine = =

Site de liaison Liaison a
a I’actine # I’ATP RLC

S50kD

Figure 4. Représentation du filament épais de myosine. A. Structure du filament épais. B.
Structure de la molécule de myosine, montrant les chaines légeéres MLC associées aux
chaines lourdes MHC, ainsi que les différents fragments obtenus aprés digestions a la
trypsine ou la papaine. C. Téte S1 de myosine montrant les sites de fixation des chaines
légeres (de deux types ELC et RLC), de I’ATP, et de |'actine.
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a. LLa mvosine

La protéine participant a la formation du filament épais est la myosine (figure 4B).
C'est une molécule de 460kD organisée en un complexe de deux édifices :
e Un édifice de 2 chaines de IOOkD qui se présentent chacune sous la forme d'une
« crosse de Hockey ». Ces deux chaines lourdes de myosine ou MHC (Myosin Heavy
Chain) sont associées en hélices a du coté C-term formant la « queue », et en « tétes »
globulaires du c6té N-term (figure 4B). Les premieres études de la structure de la
myosine utilisaient des coupures enzymatiques a la trypsine et la papaine. Un clivage
enzymatique par la trypsine (Lowey et al., 1969) sépare la myosine en une queue
fibrillaire (LMM, Light MeroMyosin) et une partie globulaire (HMM, Heavy
MeroMyosin). Un clivage a la papaine de cette partie globulaire donne deux
fragments : une téte S1, globulaire, et une portion fibrillaire S2 (comprise entre S1 et
la partie LMM) (figure 4B). Les tétes S1 sont composées de 3 domaines de 50, 25 et
20kD (figure 4C). Le domaine moteur est représenté par les domaine de 50 et 20kD : il
peut intéragir avec le filament fin. De plus, un site de fixation pour I’ATP se situe dans
la gorge délimitée par 1’association de ces deux sous-unités. Le domaine de 20kD
représente le domaine de transmission et fournit un ahcrage aux chaines légeres de
myosine.
e Le second édifice correspond a deux paires de chaines légeres de myosine ou MLC de
20 a 16kD, associées aux tétes de MHC, et formant la portion de connexion (ou coude)
entre la téte et la queue de la MHC (figure 4C).
Chaque téte associée a ses deux chaines légeres forme un bras de levier qui permettra
I’interaction avec le filament fin et ainsi le développement de la force par glissement des
filaments les uns par rapport aux autres. En revanche, les queues de myosine établissent une

ossature relativement rigide qui constitue la partie fixe du levier. Ce levier, articulé au niveau
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de I’insertion de la téte sur la queue, peut effectuer un mouvement de rotation angulaire

respectivement a I’axe du myofilament (figure 4C).

Chaque filament épais est composé d’environ 200 molécules de myosines, associées
dans le sens longitudinal du myofilament épais (figure 4A), alors que les tétes S1 émergent &
intervalles réguliers, le long du filament épais. Elles établissent la liaison avec 1’actine et donc
les ponts actine-myosine, assurant la production de force. De la ligne M partent en sens

opposés deux groupes de filaments de myosine disposés queues contre queues (figure 4A).

al. Les chaines lourdes de myosine ou MHC

Dans le muscle squelettique, différentes isoformes de MHC sont exprimées. 11 existe
aujourd’hui 9 isoformes de MHC connues (Pette et Staron, 1997). Chaque isoforme de MHC
est codée par un geéne distinct. Dans le muscle strié¢ squelettique adulte, elles existent sous
forme de 2 types caractéristiques : lent et rapide. Elles se répartissent de la plus lente 2 la plus
rapide comme suit : MHCI, IIa, IId/x, IIb. I existe également la MHC embryonnaire, la MHC
néonatale, la MHClIa cardiaque (auriculaire), ainsi que la MHCIP cardiaque (ventriculaire),
qui est identique & la MHCI squelettique lente. Certaines isoformes sont exprimées de facon
séquentielle durant le développement et ne sont pas présentes en quantité appréciable chez
I’adulte. D’autres isoformes ont été décelées uniquement dans des muscles spécialisés
(extraoculaire, orofacial, masséter) : MHC extraoculaire, MHCIIM ou « Masticatory MHC »
dite « super-rapide » (trouvée chez de nombreux carnivores, mais ni chez I’homme ni chez le
rat).

Leur profil de migration est différent d’'une espéce a autre (Pette et Staron, 1990).

Chez le rat, il se réalise comme suit :
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Sens de migration —>MHClIIa

dans un gel de
polyacrylamide

SDS-PAGE.
(<8%) —>MHCIId/x

—MHC embryonnaire

~>MHC néonatale
—->MHCIIb

—MHClIo cardiaque

v —>MHCI —MHCIB cardiaque

a2. Les chaines léoeres de myosine ou MLC

Les chaines légeéres de myosine s’associent aux tétes des chaines lourdes par des
liaisons non covalentes, & raison de 2 chaines 1égéres par téte de MHC.
Les MLC sont différentiéesen :
e « Essential Light Chains » (ELC) a réle structural, dénommées aussi « Alkali Light
Chains », puisqu’elles se dissocient des MHC en milieu alcalin,
e « Regulatory Light Chains » (RLC) ou « DNTB Light Chains » qui se dissocient des
| MﬁC en présence de 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoate (DNTB). Elles ont un réle

régulateur de la contraction car elles sont phosphorylables.

A chaque téte de MHC sont associées une RLC et une ELC (figure 4C). Pour le
muscle squelettique, il existe 3 isoformes de ELC :
e les MLCls (ou ventriculaire) et f (s pour "slow" lente et f pour "fast" rapide)
o JlaMLC3f
et 2 isoformes de RLC :

o les MLC2s (ou cardiaque) et MLC2f.
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Certaines références sont en faveur de I’existence de deux isoformes de MLCls —
MLClsa et MLClsb - (Pette et Staron, 1990). Il a aussi été découvert une forme

embryonnaire de chaine légere observée dans le muscle feetal humain (Biral ef al., 1984).

b. Les protéines liées a la myosine

Les MBP ou Myosin Binding Protéins sont & prendre en compte dans la formation du
filament épais. Il s’agit de la protéine H (MBP-H), la protéine M, la myomésine et la protéine
C. La protéine H fut découverte chez le Lapin (Yamamoto, 1984). C’est une protéine de
58.5kD dont aucune isoforme n’a été rapportée dans la littérature. La protéine M et la
myomeésine sont des protéines de la ligne M de 165 et 162kD uniquement présentes chez le rat
dans les fibres de type 2. La protéine C est une protéine de 130kD retrouvée dans la bande A
et formée de 10 motifs globulaires. Au niveau de cette ligne M se trouve également la créatine

kinase, enzyme qui permet la régénération de I’ATP.

2. Le filament fin

Le filament fin est caractéristique de la partie monoréfringente du sarcomére (figure
5). Il est ancré par une extrémité a la strie Z et cet ancrage est: stabilisé par 1’a-actinine.
L’autre extrémité est libre et court vers la partie centrale du sarcomére, se terminant a la limite
de la bande H. Les molécules le constituant sont 1’actine, et les protéines régulatrices : la

tropomyosine et les troponines (figure 5).
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Figure 5. lllustration du filament fin dans |’organisation du sarcomére (partie supérieure) et
dans sa composition moléculaire (partie inférieure).

a. [.’actine

L'actine est l'un des principaux constituants du filament fin. C'est une molécule de
42kD composée de globules (actine G) s'associant en double filament (actine F) en milieu
salin. Chaque filament est constitué de 300-400 molécules d’actine G. Les deux filaments
forment une double hélice d’un pas de 700A, et effectuent une rotation de 360° toutes les 13
molécules (figure 5). La configuration des globules d’actine fait en sorte que les sites de
liaison de 1’actine soient toujours en face des tétes de myosine. En effet, par fixation a la téte
de myosine suite a la stimulation de I'activité de la myosine ATPase, I’actine participe a la
contraction musculaire par création de ponts actine-myosine.

Cette molécule est hautement conservée car sa séquence en acides aminés varie tres

peu d'une espéce a l'autre. Deux isoformes d’actine ont été identifiées, une isoforme



a-squelettique et une isoforme a-cardiaque, codées par deux génes distincts (Schiaffino et
Reggiani, 1996). La distribution tissulaire de ces deux isoformes varie selon les espéces
animales mais aussi en fonction du stade de développement. Chez le rat, dans le muscle
squelettique, les deux isoformes sont exprimées de fagon contemporaine durant les phases de

développement, puis I’isoforme cardiaque disparait au stade adulte.

b. La tropomvosine (Tm)

Ce filament de deux hélices a (2x33kD) se présente sous la forme d'un hétérodimére
af le plus souvent, mais aussi sous la forme d'un homodimére oo ou B, o étant la sous-unité
la plus rapide. Chaque dimeére est logé dans le sillon du double filament d'actine et s’assemble
bout & bout afin de créer un filament continu courant le long du filament d’actine (figure 5). Il
permet la liaison du filament fin au complexe des troponines. Les monomeéres sont codés par
4 génes Tma, TmP, Tmp3, Tmp4. Il existe, dans le muscle squeletique, 3 isoformes : a, plus
exprimée dans les muscles rapides, B, exprimée majoritairement dans les muscles lents et

Tmp3, exprimée dans le muscle de souris (Pieples et Wieczorek, 2000).

c. Les troponines (Tn)

Le complexe des troponines est présent tous les 7 globules d'actine (figure 5). Chaque
complexe de troponine est lié au filament de tropomyosine. Un complexe est constitué d’une
molécule de troponine C, une molécule de troponine I et une molécule de troponine T. Par
I’intermédiaire de la Tnl, il bloque, au repos, les sites de fixation actine-myosine.

La troponine C (TnC)

C'est une molécule de 18.5kD en forme d'haltére présentant 4 sites de fixation pour le
calcium (1, II, II1, IV). Les sites I et II N-term, sont spécifiques du calcium, les sites IIT et IV

C-term fixent préférentiellement le magnésium mais peuvent fixer le calcium a haute
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concentration. Il existe 2 isoformes de TnC : lente ou cardiaque (TnCs) et rapide (TnCf). Pour
I'isoforme lente, le site I n'est pas fonctionnel.

La troponine I (Tnl)

C'est une molécule de 23kD présentant 3 isoformes (Tnls, Tnlf et Tnlc). Par sa liaison a
I’actine, elle masque le site de fixation de l'actine a la myosine ("I" comme inhibitrice). Elle
est également associée a la TnC.

La troponine T (TnT)

Cette molécule est responsable de I'ancrage du complexe des troponines a la tropomyosine.
Elle présente 8 isoformes : 3 lentes (TnT1s, TnT2s, TnT3s) décrites chez la souris et le rat (Jin
et al, 1998 ; Bastide ef al., 2002 ; Stevens et al., 2003) et 5 rapides (TnT1f, TnT2f, TnT3f,

TnT4f, TnT5f) décrites chez le lapin (Leeuw et al., 1994).

3. Un troisiéme systéeme de filaments sarcomeériqgues

Ce systéme est considéré comme régulateur de la longueur d’extension sarcomérique
et d’ancrage des diverses protéines des myofilaments. Il est constitué de la titine, la nébuline

et ’a-actinine (figure 6).
a. La titine

C’est une protéine de 3000kD qui semble faire partie intégrante de la myofibrille.
Chaque molécule de titine s’étend de la bande Z a la ligne M comme un long filament (Furst
et al., 1988) (figure 6). Elle comprend un segment (inextensible pour des étirements limités)
fixé a la myosine dans la bande A et un segment libre, extensible au niveau de la bande I.
Cette portion est considérée comme un « régulateur moléculaire » de la longueur du filament

épais (Trinick, 1994), régulant I’intervalle des sites d’attachement de la protéine C.
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Figure 6. Représentation du troisiéme filament sarcomérique, montrant l'implication de ses
principales protéines (titine, nébuline, a-actinine) dans les phénomeénes de contraction.

b. La nébuline

C’est un simple filament de la strie Z courant le long du filament fin. Son poids
moléculaire varie de 700 a 900 kD selon les especes et semble étre corrélé aux différentes
longueurs observées du filament fin. La corrélation entre le poids moléculaire et la longueur
du filament fin suggere que la nébuline peut fonctionner comme un régulateur moléculaire

dans la détermination de la longueur du filament fin.

c. L a-actinine

C’est la protéine majeure de la ligne Z, a laquelle s’attachent les filaments d’actine. 11

en existe deux isoformes, une lente et une rapide. L’expression contemporaine des isoformes
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d’a-actinine squelettique et cardiaque est une caractéristique du muscle squelettique humain

adulte, qui ne se rencontre pas chez les mammiféres de petite taille.

C. LA CONTRACTION MUSCULAIRE

Le premier pas ayant permis la compréhension des phénomeénes se réalisant au sein
des sarcomeres lors de la contraction musculaire, est venu de [’observation que les
myofilaments fins et épais ne changeaient pas de longueur, méme lors de la contraction. Ainsi
naquit I’idée d’un raccourcissement des sarcomeéres par glissement des filaments fins entre les
espaces vacants des filaments épais (Huxley, 1969 ; Huxley et Simmons, 1971). Il se forme en
effet des ponts entre les filaments fins et épais, par lesquels les tétes de myosines se
rapprochent des sites de liaison des molécules d’actine. Au niveau de ces ponts actine-
myosine, s’établit non seulement un lien entre les deux parties moléculaires en contact, mais
interviennent également des modifications de leur structure et de leur interaction, permettant

de générer la force de contraction.

1. Le couplage excitation-contraction

La contraction des fibres musculaires squelettiques, phénoméne mécanique, résulte
d’une stimulation électrique ou potentiel d’action musculaire. Du caractére transitoire d’un
unique potentiel d’action découle le caractére transitoire de la contraction, ramenant apres un
bref temps de latence, le muscle en sa position reldchée. La succession de potentiels d’action
peut créer la sommation des contractions musculaires, induisant, selon la fréquence des
potentiels, un tétanos imparfait ou parfait. Le couplage électromécanique fondé sur la

stimulation par le pbtentiel d’action de I’appareillage contractile, ne se réalise pas de maniére
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directe mais par I’intermédiaire d’un médiateur ionique (le calcium) (figure 7). L'excitation
nerveuse transmise a la plaque motrice (jonction neuromusculaire), puis a la membrane
sarcolemmique musculaire et aux tubules transverses, va entrainer, a partir du réticulum
sarcoplasmique, la libération massive et rapide de calcium dans le cytoplasme (10°M) jusque
13, 4 une concentration de 107M. Ce processus est permis par I’existence d’un couplage
excitation-contraction rendu possible par la relation entre le DHPR (DiHydroPyridin
Receptor, récepteur situé dans la membrane du tubule transverse et sensible & la
dépolarisation membranaire) et le RyR (Ryanodin Receptor, canal de largage du calcium du
‘réticulum sarcoplasmique). Une partie des ions Ca®" libérés pourra alors se fixer sur des sites
spécifiques des myofilaments (notamment de la troponine, voir paragraphe 1.C.4) et assurer le

déclenchement du mécanisme contractile.
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Figure 7. Représentation schématique du couplage excitation-contraction montrant les
différentes étapes allant du potentiel d’action nerveux a la fixation du Ca’" libéré par le
réticulum sarcoplasmique.

2. Les mécanismes filamentaires de la contraction

Le processus de génération de force musculaire est fondé sur la théorie d’un
coulissement des filaments fins et épais par interactions cycliques entre I’actine et la myosine
(Huxley, 1957). L’énergie nécessaire au basculement de la téte S1 de la myosine d’une

position « A » (90°, position relachée) a une position « R » (45°, position dans une fibre en
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contraction en absence d’ATP), est fournie par 1’activité ATPasique de la myosine qui permet
de libérer I’énergie contenue dans la liaison du phosphate inorganique en position gamma.

La figure 8 représente une schématisation des étapes du cycle attachement-
détachement de la myosine sur I’actine :

1. Laliaison de ’ATP sur la téte de myosine induit une dissociation du complexe actine-
myosine (AM«—A+M.ATP)

2. L’ATP subit un clivage rapide et réversible (M.ATP«<M.ADP.Pi), qui permet 2 la téte
de myosine de revenir a un angle de 90°

3. Le complexe M.ADP.Pi s’associe rapidement a I’actine (état « A » des tétes de
myosine, liaison de faible affinit¢ : A+M.ADP.Pi<~A-M.ADP.Pi)

4. Le complexe A-M.ADP.Pi subit une isomérisation, et la liaison actine-myosine
devient trés forte (A-M.ADP.Pi>AM.ADP.Pi). Le phosphate inorganique Pi est libéré
(A-M.ADP.Pi>AM.ADP) et le pont passe & la configuration « R » générant ainsi la
force par coulissement des myofilaments.

Comme suggéré par certains auteurs (Rayment et Holden, 1994 ; Holmes, 1996), cette
derniére étape regroupe I’isomerisation « A » — « R », le relargage du Pi et la génération de

force.
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Figure 8. Mécanisme de la contraction musculaire par formation de ponts actine-myosine (A)
et mécanismes énergétiques (B).

3. Le systéme de controle troponines-tropomyosine (Tn-Tm)

L’établissement et la stabilisation d’un lien actine-myosine, ne sont pas, en soi,
calcium-dépendants. Il a ainsi été démontré que la liaison des tétes S1 de myosine sur I’actine
pouvait survenir en absence de Ca®" a faible force ionique (Brenner ef al., 1984). De fait, pour
expliquer la nécessité des ions calcium libres dans le sarcoplasme pour I’activation de la
contraction, il doit étre admis la présence au niveau des myofilaments, d’un systéme qui rend
calcium-dépendante 1’interaction actine-myosine au niveau des ponts. Ce systeme fut identifié
comme étant le complexe régulateur Tn-Tm. Il impliquerait un blocage stérique par
encombrement de 1’unité d’actine par la Tm qui lui est associée, et ce, sous contrle du
complexe des Tn (Haselgrove et Huxley, 1973 ; Huxley, 1973 ; Parry et Squire, 1973). Les
ions calcium libérés par le stimulus d’un potentiel d’action, se fixent sur la Troponine C. La
TnC agit comme un « sensor » calcique, détectant les variations cytosoliques de Ca®". Le

déplacement du Mg®" des sites III et IV de la TnC est un phénoméne trop lent pour rendre
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compte du déclenchement de la contraction rapide (Robertson ef al., 1981). Lors du largage
de calcium par le réticulum sarcoplasmique, les sites I et IT de la TnC fixent le Ca*, étant
ainsi les sites régulateurs de la contraction. Un changement conformationnel de la TnC
s’opére alors (Herzberg et al., 1986) (figure 9A). Le domaine N-term de la TnC, chargé en
Ca*', présente alors une haute affinité pour la Tnl (Wang et Cheung, 1985 ; Cheung et al.,
1987). La liaison entre Tnl et actine se rompt, et la Tnl forme un complexe avec la TnC
(figure 9B). Dans cette conformation, la Tnl ne maintient plus le complexe Tn-Tm en sa
position de blocage stérique. La Tm passe d’un état « off » inhibiteur, a un état « on » libérant
les sifes de fixation de I’actine. Cette transition d’état off>on n’empéche ainsi plus la liaison
des tétes S1 de myosine aux sites de fixation de I’actine. Il est cependant a noter que dans un
systéme reconstitué [Myosine-Actine-Tm-Tnl-TnC], la TnC neutralise I’activité inhibitrice de
la Tnl en présence comme en absence de Ca** (Amphleit ef al., 1976). L’addition de la TnT
fixée a la Tm dans le systtme [Myosine-Actine-Tm-Tnl-TnC] induit un renforcement de
I’inhibition de I’ATPase en absence de Ca®*, et une augmentation de I’activité ATPasique en
présence de Ca”* (Greaser et Gergely, 1971 ; Malnic et Reinach, 1994). Pour que le systéme
devienne sensible au calcium, la sous-unité de TnT est par cons€équent nécessaire. Elle permet
de transmettre le changement conformationnel au complexe des troponines (Tanokura et
Ohtsuki, 1982 ; Leszyk et al., 1990) (figures 9A et B). L’étroite relation entre TnC et TnT et
la dépendance de leur activité a la concentration calcique (Heeley ef al., 1987), suggérent une
transmission du signal activateur calcique par ces deux protéines (Potter et al., 1995). Suite au
dégagement des sites de fixation de 1’actine a la myosine par le complexe Tn-Tm, les ponts

actine-myosine se forment et la contraction musculaire a lieu (figure 9C).
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Figure 9. Schéma de l'interaction entre les différentes protéines du filament fin lors des
variations de la concentration calcique. A. Modification de la conformation du filament fin.
B. Réle du complexe Tn-Tm dans le verrouillage des sites de fixation de l'actine a la myosine.
C. Déplacement du filament de myosine aprés libération de Ca’" et déverrouillage des sites
du filament fin pour la fixation de la téte SI1 de myosine.
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D. LES TYPES DE MUSCLE

Schématiquement, deux types de muscle sont décrits : les muscles lents et les muscles
rapides. Les muscles lents comme le soleus sont le plus souvent des muscles antigravitaires,
responsables du maintien de la posture et présentant une activité contractile chronique
soutenue. Les muscles rapides comme le plantaris ou ’EDL (Extensor Digitorum Longus),
sont plutdt impliqués dans l'exécution du mouvement, et sont donc sollicités de fagon
phasique. Afin de répondre a des demandes spécifiques liées aux contraintes de
I’environnement, les muscles lents et rapides doivent posséder une composition en protéines,
une activité enzymatique et des propriétés mécaniques spécifiques. Les muscles lents sont a
cinétique de contraction lente, au métabolisme oxydatif et résistants a la fatigue. Les muscles
rapides ont une cinétique de contraction rapide, un métabolisme soit glycolytique, pour les
muscles fatigables, soit oxydatif,’ pour les muscles résistants a la fatigue. Chaque muscle
présente une diversité de composition en fibres musculaires en relation avec son échelle
d’activité. L'analyse histologique de l'activité ATPasique (associée & la stabilité acide ou
alcaline) de la myosine et de ’activité enzymatique (oxydative versus glycolytique) a permis
de montrer que les muscles lents sont composés essentiellement de fibres lentes (type 1,
vitesse de contraction lente, activité enzymatique oxydative, activité ATPase stable a pH 4.3-
4.6), et les muscles rapides essentiellement de fibres rapides [type 2A, & vitesse de contracﬁon
rapide, d’activité enzymatique oxydative, activité ATPase stable a pH 10.4; et type 2B, a
vitesse de contraction rapide et d’activité enzymatique glycolytique, activité ATPase stable &
pH 4.6-10.4] (Sreter et al., 1966).

Cependant, la grande diversité des fibres musculaires peut étre appréhendée par le
polymorphisme de l'ensemble de leurs protéines myofibrillaires.

Les études immunohistologiques, utilisant des anticorps anti-myosine, relies a

I’analyse de l’activit¢ ATPase des fibres, ont démontré une corrélation positive entre la
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classification métabolique des fibres (type 1, 2A ou 2B) et leur composition en isoformes

lentes ou rapides (tableaul).

Les principales protéines myofibrillaires existant sous de nombreuses isoformes sont

les myosines (MHC et MLC) et certaines protéines du filament fin (protéines régulatrices)

(voir paragraphe I.B). Les fibres pures sont composées uniquement d'isoformes lentes ou

d'isoformes rapides des protéines contractiles (MHCI, TnCs, ... pour les fibres lentes, MHCII,

TnCf,... pour les fibres rapides). Il existe également des fibres hybrides ou de type C (1C ou

2C), composées des deux types d'isoformes, avec une dominance des isoformes reflétant leur

état lent ou rapide. La composition en protéines musculaires et la vitesse de contraction des

fibres sont également en étroite relation (tableau 1).

Typage ATPase 1 2A 2X 2B
Vitesse de + ++ ER NS
raccourcissement
Rendement + ++ + SR
€nergétique
Résista.nce ala S ot - n
fatigue
Enzymes + ++ NN RN
glycolytiques
Enzymes R - ++ +
oxydatives
MHC I ITa IId/x IIb
MLC Isls | 1s1f-§ Islf | Ifif | 3f1f | 3£3f | 1f1f | 3f1f | 3f3f | 1fif | 3f1f | 303f
2s2s | 2s2s | 2f2f | 2f2f | 2f2f | 2f2f | 2f2f | 2f2f | 2f2f | 2f2f | 2f2f | 2f2f
Exemple Soleus Soleus Diaphragme EDL

Tableau 1. Correspondance entre les activités enzymatiques, 'expression en isoformes de

myosines (MHC et MLC), I'activité ATPasique de certains muscles typiquement lents (soleus)

et typiquement rapides (EDL et diaphragme). D aprés Awede (2001).
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Un profil d’expression en protéines musculaires peut donc étre caractérisé pour chaque

type de muscle (Tableau 2).

Muscles en développement Muscles adultes
Embryonnaires Néonatals Rapides Lents
MHC emb MHC néo MHC IIB MHC B slow
MHC B slow (MHC emb) MHC IIX
MHC IIA
MLC lemb MLC 1 fast MLC 1 fast MLC 1 slow,
ventriculaire
MLC 1 slow a (MLC 3 fast) MLC 3 fast (MLC 1 slow a)
MLC 1 fast
MLC 2 fast MLC 2 fast MLC 2 fast MLC 2 slow

Actine o cardiaque | Actine a squelettique || Actine o squelettique | Actine o
squelettique
Actine o squelettique | (Actine o cardiaque)

TnC fast TnC fast TnC fast TnC slow/cardiaque
TnC slow/cardiaque

Tnl slow Tnl fast Tnl fast Tnl slow

TnT cardiaque TnT fast, foetales TnT fast adultes TnT slow

TnT slow

™ B ™ B T™ «a fast ™ o slow

T™ o fast TM « fast (TM B) ™ « fast

T™ o slow ™ B

Tableau 2. Combinaisons possibles entre les isoformes des protéines contractiles en fonction
des différents types de muscles. D aprés Schiaffino et Reggiani (1996).

E. LE DEVELOPPEMENT MUSCULAIRE

De nombreux muscles se développent & partir des somites qui se forment au début du
du développement embryonnaire. Les cellules musculaires squelettiques dérivent des
différents types de précurseurs myogéniques qui se trouvent dans ce mésoderme.

Le développement musculaire est caractérisé par une différentiation asynchrone de

générations successives de fibres musculaires (figure 10). Dans le muscle squelettique de rat,
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il peut étre observé différents stades dans la diversification du type de fibre, en rapport avec le
quatuor d’expression des isoformes de MHC (I, Ila, IId/x, IIb). Le développement musculaire
y est caractérisé par une succession de substitutions des isoformes embryonnaire et néonatale
des MHC avec les isoformes adultes de type 2. Durant les développements feetal et néonatal,
s’expriment deux générations de fibres (myotubes), primaire et secondaire.

La phase fcetale est caractérisée par la différentiation de fibres qui exprimeront la
MHC lente (If) et de fibres qui exprimeront les MHC néonatales, dérivant de la génération
primaire de fibres. Elle est également caractérisée par la différentiation de fibres qui
expriment aussi les MHC néonatales mais qui dérivent de la génération secondaire (Braun et
Arnold, 1995).

Dans les premiers stades de développement des muscles postérieurs des membres, les
MHC embryonnaires sont exprimées en grande proportion dans toutes les fibres, alors que les
MHC néonatales et la MHCIP sont peu exprimées et de fagon hétérogéne ; successivement,
apres les 16-17iemes jours de développement, la génération primaire se différencie en deux
types distincts de fibres, I’un exprimant les MHC embryonnaires ainsi que la MHCIB, I’autre
exprimant les MHC embryonnaires et néonatales (Condon et al,, 1990a). Dans certains
muscles, par exemple le tibialis anterior, il existe une ségrégation régionale de ces deux
populations de fibres, les fibres lentes étant concentrées dans la région centrale et profonde,
alors que dans le soleus, toutes les fibres suivent la voie de différentiation qui conduit a la
formation du phénotype lent.

La génération secondaire de fibres, qui, dans les muscles caudaux des membres
postérieurs se développe aux alentours de 18 jours, présente un phénotype de type MHC
néonatales ; seules quelques fibres secondaires dans le soleus expriment aussi I’isoforme

MHCIB.
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Myotubes Primaires

Embryonnaires
(lentes, néonatales)
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lentes
Néonatal
v
Postnatal lentes

Embryonnaires

Myotubes Secondaires

Embryonnaires

néonatales néonatales
Emb/néo Emb/néo Emb/néo Emb/néo
lentes P 2A P a— 2X <> 2B
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<

L
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Figure 10. Représentation schématique des phases séquentielles de différentiation des divers
types de fibres musculaires durant le développement. D aprés Denardi et al. (1993).
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Reflétée par son polymorphisme structural, le muscle est une structure plastique : sa
composition, donc ses propriétés se modifient au cours de la vie. La diversité observée a
I'intérieur de chaque muscle, en fibres, mais aussi a ’intérieur de chaque fibre, en protéines
myofibrillaires, évoque le haut degré de complexité dans le développement d’une
spécialisation du muscle squelettique, pour 1’adaptation a son environnement. Divers stimuli
externes ou internes, en s’écartant de I’activité normative du muscle, sont responsables de cet
état dynamique : innervation, dge (développement et vieillissement), hormones et facteurs
mécaniques, agents>pharmacologiques... Chaque modification de 1’état de ces conditions
environnementales, naturelles ou induites, entralne une réponse adaptative du muscle par
modification spécifique de ses diverses composantes. Il semble que le cadre de régulation
génique et les réponses différentielles du muscle aux diverses conditions expérimentales ou
naturelles puisse influencer le comportement musculaire. Dans ce chapitre seront présentés
I’état des connaissances actuelles (Pette et Staron, 1990 ; Schiaffino et Reggiani, 1994 ;

Talmadge, 2000 ; Flick et Hoppeler, 2003).

A. FACTEURS DE PLASTICITE MUSCULAIRE INDUISANT DES

TRANSFORMATIONS PHENOTYPIQUES LENT<>RAPIDE

1. L’innervation

Il est maintenant bien connu que les « pattern » de décharge nerveuse qui stimulent un

muscle sont a I’origine de mécanismes d’élaboration et de transformation du phénotype
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musculaire. L’acquisition du phénotype musculaire est donc en directe corrélation avec le
message nerveux transmis au muscle (Pette et Staron, 1997). Cette dépendance vis-a-vis du

facteur nerveux prend état des la phase d’embryogénése, et se poursuit toute la vie.

a. Durant le développement

Beaucoup d’observations expérimentales indiquent que les influences neurales jouent
un rdle important au cours de la croissance et dans la différentiation des fibres musculaires
durant le développement embryonnaire (voir paragraphe 1.E). Toutefois, méme en absence
d’influence nerveuse, un certain nombre de myotubes lents et rapides peuvent se différencier.
En effet, la paralysie chronique ou la dénervation dans les premiers jours de vie embryonnaire
n'interrompt pas la séquence normale de maturation des myotubes primaires; par contre, les
myotubes secondaires n'apparaissent pas (Harris ef al., 1989). Dans les embryons de rats,
différents types de fibres se différencient méme apres traitement par des neurotoxines qui
détruisent I’innervation avant I’invasion du muscle par les axones moteurs (Harris ef al,
1989 ; Condon et al., 1990b). La transition « normale » MHCemb—>MHCneo—MHCIIb
s’établit méme apreés 1’élimination des motoneurones durant la vie foetale (Weydert et al.,
1987).

Lorsque I’innervation mature se met en place (innervation monosynaptique), les
caractéristiques définitives du muscle adulte s'établissent (Picquet ef al., 1997).

L’effet de la dénervation sur le muscle varie selon son stade développemental. Cela
indique I’existence de périodes critiques du développement au cours desquelles la sensibilité a
I'influence neurale est majeure (Harris, Fitzsimons et al., 1989 ; Condon er al, 19900 ;
Picquet et al, 1998). La dénervation des muscles de rats nouveaux-nés n’interrompt pas
P’apparition de I'isoforme MHCIIb, mais interfére avec I’induction de la MHClIa et retarde la

disparition de la MHCnéo (Butler-Browne et al., 1982 ; Russell ef al, 1993). L’isoforme
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MHCIB persiste dans les fibres lentes des muscles rapides dénervés dés la naissance et
diminue dans les fibres lentes du soleus.

Ces observations ont permis d’émettre ’hypothése que durant le développement post-
natal du muscle, il existe un « programme » prédéterminé de la différentiation musculaire qui,
en absence d’innervation, conduit a un phénotype d’isoformes rapides, avec expression
surtout de la MHCIIb, et que l’innervation est nécessaire pour induire et maintenir
Pexpression des génes lents comme la MHCI (Butler-Browne e al., 1988).

L’induction des génes des myosines lentes (MHCI, MLCls, MLC2s) pendant la
régénération musculaire dépend elle-aussi de I’innervation. En effet, le soleus dénervé subit
une transition d’expression d’isoformes rapides pour devenir un muscle plus lent. Réinnervé,
il se réoriente vers son phénotype initial. De facon similaire, le muscle EDL dénervé se
transforme en muscle plus lent, et, se réoriente vers son phénotype initial aprés réinnervation
(Carraro et al., 1983 ; D'albis et al., 1988a ; D'albis et al., 1988D).

Ces résultats ont cependant été obtenus a partir de protocoles différents. D’autres
auteurs montrent que la dénervation du muscle postérieur de la patte de lapin 4gé d’une
semaine, semble réduire I’induction de la MHC rapide plutét que de la MHC lente. Cette
apparente hétérogénéité des résultats peut étre expliquée par le fait que le nerf a une influence

différente et indépendante sur les myotubes lents des premiére et seconde générations.

b. Chez ’adulte

La connaissance du role central de I’activité motoneuronale dans la détermination de
la composition en fibres musculaires et de son importance dans 1’établissement des
caractéristiques structurales et fonctionnelles du muscle squelettique adulte, nous vient des
études de différents types d’expériences comme 1’électrostimulation, la dénervation, ou

encore I’innervation croisée dite « cross-innervation », et les sections de moelle épinicre. Ces

48



modéles jouent un rdéle sur I’activité neuromusculaire (activité électrique et/ou charge

musculaire) (Vrbova, 1963 ; Pette et Vrbova, 1992).

bl. Expériences de stimulation électrique

I est maintenant admis depuis les expériences de cross-réinnervation de Buller et al.

(1960) que le «pattern» d’activité électrique est spécifique du type de muscle étudié : lent ou

tonique (10-15Hz) (Hennig et Lomo, 1985), et rapide ou phasique (~150Hz). En appliquant

un «pattern» donné de stimulation a un muscle (électrostimulation), il est ainsi possible

d’étudier les modifications phénotypiques découlant de cette nouvelle activité. Ce protocole

permet de modifier I’activité électrique sans modifier la charge musculaire.

Pour cela, il a généralement ét¢ utilisé deux principaux types de protocoles

expérimentaux :

Le premier protocole ou la stimulation continue a basse fréquence de muscles rapides
(CLFS = Chronic Low Frequency Stimulation) transforme le phénotype de ces derniers en
muscles de type lent (Salmons et Vrbova, 1969). Ce protocole a basse fréquence a été
étudié chez différentes especes (lapin, chien, chat, souris, rat). Certains phénomeénes sont
communs a toutes ces espéces. On observe généralement une diminution du diamétre des
fibres, une augmentation de ’activité oxydative, et une transformation des isoformes
rapides vers des isoformes lentes des protéines contractiles. Chez le rat, on observe un
réarrangement des fibres rapides plut6t qu’une transformation des fibres rapides en fibres
lentes. La diminution en ’expression du mRNA des fibres 2B est assez rapide ; aprés 7
jours, il devient presque indétectable (Kirschbaum er al, 198%9a, b, 1990). Le
réarrangement protéique est complet aprés 2 semaines : les fibres 2B diminuent, alors que
les fibres 2A et les fibres 2X augmentent modérément. La stimulation a basse fréquence

n’induirait donc que le réarrangement des types de fibres dans les muscles rapides (Ausoni
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et al., 1990). Cependant, une stimulation de plus longue durée (60 jours) entraine aprés 15
jours (durée habituelle des stimulations), une augmentation de I’expression de MHCI
(Pette et Staron, 1990). Ces modifications accompagnées de celle de I’expression des
pompes Ca’" ATPases et du canal RyR du réticulum (Ohlendieck ef al., 1999) engendrent
alors un ralentissement des cinétiques de contraction et de relaxation du muscle

transformé.

Le deuxiéme protocole, la stimulation & haute fréquence (150Hz) ne modifie pas les
propriétés du muscle rapide mais induit la transformation du muscle lent en muscle rapide
(Lorﬂo et al., 1974). Une différence est cependant notée entre un protocole de stimulation
a haute fréquence court ou prolongé (Ausoni ef al., 1990). Une faible durée de stimulation
a 150Hz préserve I’expression de la MHCIIb dans les fibres de type 2 de ’'EDL, mais ne
parvient pas a induire ’expression de cette méme isoforme dans le soleus alors que la
MHCIId/x devient prédominante. Une durée importante de stimulation & 150Hz différe en
supprimant quasiment la MHCIIb dans I’EDL, et en induisant une forte expression de la

MHClIIa dans le soleus (Ausoni et al., 1990).

b2. Dénervation et cross-innervation

La révolution dans les modeles d’étude de la plasticité du tissu musculaire est sans

doute provenue des résultats de transformation lent—rapide du muscle soleus aprés section du

tendon obtenu par Buller et Lewis (1965). Ce travail a ainsi permis la création de nouveaux

modeles de rupture ou de diminution de I’activité neuromusculaire sans modifier la charge

musculaire. Le modéle de dénervation d’un muscle découle directement de ces premiéres

expériences. Apres dénervation, les fibres musculaires adultes subissent des altérations

structurales et fonctionnelles qui peuvent entrainer des dégénérescences et des nécroses. De
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multiples modifications de I’expression des isoformes de nombreuses protéines
myofibrillaires ont été observées. Pour les isoformes de myosines, dans les muscles soleus et
tibialis anterior adultes dénervés, une apparition des isoformes embryonnaires et néonatales a
été observée (Schiaffino er al., 1988). L’apparition de ces deux isoformes est limitée aux
fibres qui contiennent I’isoforme MHCIIa, et ce, concentrée sur de petits segments répartis le
long de la fibre. Cette condition suggére une perte de coordination entre les divers noyaux
cellulaires et, au sein de chaque noyau, une perte de contrdle dans I’expression des isoformes
de MHC.

Dans le muscle soleus dénervé pendant 21 jours, il existe une augmentation de la
proportion en fibres rapides (Midrio et al., 1992). Ceci expliquerait la raison pour laquelle les
effets de la dénervation sont suivis d’une augmentation de la vitesse maximale de
raccourcissement du soleus (Gundersen, 1985). Aprés dénervation, dans I’EDL, il existe un
remodelage des MHC et des modifications des propriétés contractiles (Dulhunty, 1985 ;

Ausoni ef al., 1990).

2. La charge musculaire

Il existe différentes méthodes pour faire varier la charge musculaire: la réduire
(« unloading ») en immobilisant un muscle ou en diminuant la force de gravité ; ou I’accroitre
(« overloading ») par hypertrophie compensatrice ou en augmentant la force gravitaire. Ces

modifications de charge sont trés souvent en étroite relation avec ’activité €lectrique.

a. [.”immobilisation

Ce protocole se traduit par une diminution de D’activité électrique et de la charge

musculaire. Deux positions du muscle se distinguent dans le modéle d’immobilisation : une
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position dite « raccourcie » qui diminue I’expression des ARNm codant pour la MHCIIa dans
les muscles rapides (Nonaka er al, 1997), alors qu’une position « étirée » augmente
Iexpression de la MHCIIa dans le soleus (Zador er al, 1999). Les résultats les plus
spectaculaires surviennent dans les muscles lents immobilisés dans une position intermédiaire

ou raccourcie (Booth, 1982).

b. La microgravité

C’est une situation qui provoque une diminution de la charge ainsi que de I’activité
musculaires. La microgravité provoque une situation d’hypodynamie-hypokinésie (HH).
QOutre la microgravité réelle dite « apesanteur », qui nécessite des excursions coliteuses et
rares dans l’espace, obtenir une gravité avoisinant les 0G est souvent simulé. Il existe
différents modéles simulant la microgravité réelle: de courte durée, il s’agit du vol
parabolique (environ 20s & 0G lors d’une parabole), ou de plus longue durée, le modele de
suspension des pattes postérieures chez le rat (Morey et al., 1979), et 1’alitement prolongé ou
« bed rest » chez ’homme (Booth, 1994).

En microgravité réelle ou simulée, la diminution de I’activité neuromusculaire et dev la
charge corporelle jouent un rdle important et complexe dans la régulation des propriétés
fonctionnelles et structurales du muscle squelettique. Elle touche principalement les muscles
extenseurs, lents et impliqués dans la posture. Leur activité motrice est traduite par
I’électromyogramme (EMG). Cependant, les travaux obtenus sur I’animal sont peu nombreux
et les résultats non homogénes. Sur des rats soumis a 30 jours de microgravité simulée,
I’activité est réduite apres quelques jours (jusqu’a 9% de I’EMG contrble pour le soleus) pour
revenir progressivement (& 7 jours) a des valeurs avoisinant I’EMG contrdle (80% de celui-ci
pour le soleus) (Alford et al, 1987). Cette variation de 'EMG s’accompagne d’une

transformation des caractéristiques du «pattern» d’activité. Pour une durée de 28 jours d’"HH,
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le «pattern» tonique observé pour un muscle lent se transforme en un «pattern» de type plus
phasique (Blewett et Elder, 1993), méme si cette derniére étude n’a pas montré de retour
progressif vers un pattern contréle. Des résultats complémentaires ont été obtenus au sein du
laboratoire aprés un vol parabolique (Leterme et Falempin, 1998) : PEMG du soleus diminue
instantanément des la phase de 0G et maintient sa chute pendant les 20s de 0G. Il existe en
méme temps une augmentation de ’activité des muscles fléchisseurs.

La microgravité réelle [vols spatiaux de 6 jours (Baldwin et al., 1994 ; Caiozzo et al.,
1994), de 14 jours (Stevens et al., 1993)] ou simulée provoque une atrophie (détectée jusque
28 jours) se manifestant principalement sur les muscles lents, et les fibres lentes (Goldspink et
al., 1986 ; Desplanches ef al., 1987 ; Baldwin et al., 1994 ; Caiozzo et al., 1994 ; Kischel et
al., 2001a, b). La réduction de taille des fibres musculaires et le changement du phénotype
sont le résultat d’une diminution de synthése protéique et/ou d’une augmentation de leur
dégradation (Goldspink ef al., 1986 ; Haddad et al., 1993).

Aprés microgravité réelle (vols spatiaux de 5, 7 ou 14 jours), il existe une diminution
de la force maximale trés marquée sur les fibres lentes du soleus (Holy et Mounier, 1991 ;
Stevens ef al., 1993). Cette perte de force n’est pas modifiée lorsqu’elle est rapportée a la
section des fibres (Holy et Mounier, 1991), et serait associée directement & la perte en
protéines myofibrillaires (Riley et al., 2000). Une modification du phénotype des fibres
musculaires est également observée. Les muscles lents antigravitaires subissent des
transformations dans le sens lent—rapide. Dans le soleus, il y a augmentation du nombre de
fibres rapides de type 2A, éux dépens des fibres de type 1 (Talmadge et al., 1996 ; Staron et
al., 1998). L’expression des MHC lentes (MHCI) est diminuée, alors que les MHC rapides
(Ild/x, 1Ib) augmentent (Caiozzo et al., 1994 ; Talmadge et al., 1996 ; Staron et al., 1998).
Une population de fibres hybrides apparait, qui coexprime la MHCIId/x avec d’autres

isoformes de MHC (Caiozzo et al, 1994 ; Talmadge et al, 1996). Ces changements
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phénotypiques ont pour conséquence des changements dans les propriétés contractiles
puisqu’il se produit uné accélération des cinétiques de contraction (diminutions des temps de
contraction et de demi-relaxation), et une augmentation de la Vmax des muscles
antigravitaires (Caiozzo ef al., 1994). Enfin, dans les muscles rapides, la proportion de fibres
qui expriment les MHCIId/x et IIb augmente (Haddad, 1993).

De fagon générale, les modeles de microgravité simulée reproduisent correctement les
effets de la microgravité réelle (Thomason et Booth, 1990). Depuis de nombreuses années, ils
permettent, en outre, d’approfondir les connaissances sur les caractéristiques et la régulation
des processus de dysfonctionnements neuromusculaires. Le modele de suspension du rat
(Morey et al., 1979), que nous avons utilisé a plusieurs reprises dans cette thése, reproduit les
conditions de 0G par hypedynamie (réduction de charge corporelle) et hypokinésie
(réduction de Pactivité motrice) (HH), et déplacement des liquides corporels vers la partie
céphalique. Du point de vue fonctionnel et structural, les effets sur le tissu musculaire sont
ceux observés apres les vols spatiaux. On retrouve une diminution de la force développée par
les muscles lents (Falempin et al., 1990 ; Diffee et al., 1991), mais pas par les muscles rapides
(Fitts et al., 1986). Ces pertes de forces peuvent étre attribuées 4 une diminution en protéines
myofibrillaires (Thomason et al., 1987), ainsi qu’a une diminution de la sensibilité calcique
(baisse du seuil et de I’affinité calcique) des fibres de muscles lents (Gardetto ef al., 1989 ;
Stevens ef al., 1990, 1993). La baisse de sensibilité calcique peut étre en partie reflétée par la
transformation des protéines contractiles, qui expriment alors en plus forte quantité les
isoformes de MHC et MLC rapides, ainsi que des protéines régulatrices (Stevens et Mounier,
1990 ; Stevens et al., 1990, 1993, 2002 ; Campione et al., 1993 ; Kischel et al., 2001a ;
Bastide et al., 2002 ). Une augmentation des fibres de type 2 aux dépens des fibres de type 1
(Desplanches et al., 1987 ; Diffee er al, 1991) est décrite, avec une surexpression des

MHCIIa et une apparition des MHCIId/x et IIb au détriment de la MHCI (Diffee et al., 1991 ;
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Campione et al., 1993 ; Stevens et al., 1999a, b, 2002, 2004 ; Kischel et al., 2001a ; Bastide e?
al., 2002).

L’ensemble de ces modifications peut avoir plusieurs origines. Une modification des
messages afférents pourrait étre impliquée dans les transformations musculaires observées en
microgravité réelle ou simulée avec une modification de Iactivité des propriocepteurs et une
augmentation de 1’activité des fuseaux neuromusculaires (De-Doncker et al., 2000, 2002).
Des résultats récents obtenus au laboratoire (Picquet et Falempin, 2003) ont montré qu’une
déafférentation sélective du muscle soleus a des conséquences importantes sur le muscle : une
atrophie significative et une perte de force musculaire mais pas de transition phénotypique
lent—rapide. En microgravité, une position plutdt raccourcie des muscles extenseurs et,
étirée, des muscles fléchisseurs pourrait étre aussi a I’origine des modifications observées

(Riley et al., 1990).

¢. [.’hypergravité

Une augmentation de la charge mécanique du muscle produit initialement des effets
opposés a ceux produits par une diminution de charge; on observe généralement une
hypertrophie, une accumulation d’isoformes lentes de MHC, et une transition du phénotype

musculaire lent vers un phénotype rapide (Diffee et al., 1993).

cl. L'hypergravité (HG) par centrifucation

L’hypergravité est généralement obtenue par centrifugation, s’assimilant a
I’entrainement de pilotes de chasse soumis a plusieurs G. Les précédents résultats concernant
les variations de masse musculaire et de masse corporelle au cours dun épisode
d'hypergravité different selon les auteurs. Sur des rats Sprague-Dawley adultes, Martin (1978)
décrit une diminution de masse corporelle aprés 60 jours en hypergravité. Amtmann et Oyama
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(1976), chez des rats Sprague-Dawley de 30 jours, observent qu'aprés 810 jours a 2.76g, les
animaux présentent une diminution de leur masse corporelle, mais pas de diminution de la
masse du muscle par comparaison aux animaux contrdles de méme poids. Roy et al. (1996)
observent méme, chez des rats Wistar adultes et aprés 14 jours en hypergravité, une
augmentation de masse relative du muscle, mais aucune variation des masses absolues du
muscle et du corps. Kita ef al. (1998) décrivent chez le coquelet placé en hypergravité pendant
3 semaines, une diminution de la masse corporelle mais une augmentation de la masse du
soleus et de sa synthése protéique. Martrette ef al. (1998), chez les rats Long Evans soumis a
I'hypergravité du 11° jour de gestation au 7° jour aprés la naissance, rapportent une perte de
masse du muscle et une diminution de la synthése en protéines musculaires. Enfin, selon
Almurshed et Grunewald (1999), il n'existe pas de perte de masse et de quantité de protéines
des muscles placés en condition de surcharge, et en condition de privation énergétique : le
travail musculaire préviendrait les effets de la perte énergétique.

Il est donc clair que les effets de I"hypergravité peuvent étre trés différents, selon le
stade de développement des arﬁmaux, la duréde de I’épisode d’HG, les conditions
expérimentales. ..

Les expériences de Roy et al. (1996) et de Martin et al. (1980), exercées sur le rat
adulte, ont montré qu'aprés des périodes d'hypergravité de 14 et 60 jours de vie adulte, la
transformation phénotypique des muscle lents posturaux (soleus), s’effectue vers un profil
encore plus lent. Selon Leterme et Falempin (1998), la position corporelle des rats placés
pendant la phase d'accélération d'un vol parabolique (période pendant laquelle la gravité
augmente) correspond a un aplatissement de 'animal contre le sol, avec des angles de posture
des membres modifiés de fagon caractéristique. De plus, une augmentation caractéristique de
I'amplitude et de la fréquence du «pattern» de décharge de 'EMG du soleus est observée lors

des périodes d'hypergravité transitoire d'un vol parabolique. Cependant, peu de données
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existent sur la composition musculaire en différentes protéines contractiles et les
caractéristiques de contraction. Des travaux effectués au laboratoire (Picquet et al., 2003) ont
démontré une disparition totale de I’expression des isoformes rapides de MHC adultes chez

des animaux concus, nés et ayant vécu en hypergravité jusqu’a 100 jours.

c2. Surcharee fonctionnelle

Une augmentation de la charge appliquée au muscle dans les modéles fonctionnels
(hypertrophie compensatrice par ténotomie des muscles synergiques) augmente [activité
électrique du muscle et induit de maniére générale une transformation phénotypique
rapide—lent. Aprés 5 semaines de surcharge fonctionnelle par ténotomie ‘du gastrocnemius
(synergiste du plantaris et du soleus), les muscles soleus et plantaris sont hypertrophiés
(~+40% par rapport aux contrdles) et s’orientent vers un phénotype plus lent. Le soleus
n’exprime plus que de la MHCI, alors que le plantaris qui exprime généralement 4 isoformes
de MHC (I, 1A, I1d/x, IIb), n’exprime plus la MHCIIb, et les proportions des autres MHC
sont augmentées (Sugiura ef al., 1993). Les caractéristiques de la contraction sont modifiées :
la force développée lors des secousses musculaires simples ou tétaniques est supérieure a celle
enregistrée en conditions contréles, mais ne varie pas si on la rapporte a la section du muscle
(Roy et al., 1985 ; Johnson et Klueber, 1991). Dans I’EDL, une cinétique d’analyse des effets
de la surcharge fonctionnelle a permis de montrer qu’il n’y a pas d’augmentation du nombre
de fibres, et que le recrutement des fibres musculaires se faisait de fagon temporelle. Le
recrutement des fibres 2A se ferait dans les premiéres phases de compensation de la
surcharge, alors que les fibres 2B seraient recrutées plus tardivement (Johnson et Klueber,

1991).
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5. Les agents pharmacologigues

Un certain nombre de modeles ont été développés & partir de traitements avec des
agents pharmocologiques, supposés avoir ou démontrés comme ayant une incidence sur le

phénotype musculaire.

a. Tétrodotoxine

La tétrodotoxine ou TTX, inhibiteur strict du potentiel d’action par blocage des canaux
sodiques, mais n’empéchant pas la diffusion des substances nerveuses trophiques, entraine
une sévére atrophie musculaire, une augmentation des vitesses de contraction des muscles
lents (Dunn et Michel, 1999), ainsi que l’apparition des isoformes des MHCIId/x et
embryonnaire, traduisant une nette transformation lent—rapide (Midrio et al., 1998 ; Dunn et

Michel, 1999).

b. Clenbutérol

Le clenbutérol est un agoniste des récepteurs B2 adrénergiques, connu dés 1977 pour
ses capacités bronchodilatatrices, puisqu’il était utilisé pour soigner des chevaux
asthmatiques. Sur ces animaux, il a été observé que le clenbutérol favorisait leur croissance.
Considéré par certains comme un anabolisant (Emery ef al., 1984) ou par d’autres comme un
anti-catabolique (Benson et al., 1991), un traitement au clenbutérol aboutit & une hypertrophie
des fibres musculaires, lentes et rapides pour Dodd et al. (1996), ou lentes uniquement pour
Criswell er al. (1996). Cette hypertrophie est accompagnée d’une transformation dans le sens
lent—rapide des muscles lents (chez le soleus de rat). On observe également une
augmentation de I’expression de la MHClIa, avec une apparition en faibles proportions des

MHCIId/x et IIb dans le soleus. Il existe de méme un rééquilibre de la balance MLC
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lentes/rapides, avec une surexpression des MLC de type rapide (1f, 3). Le gastrocnemius est
affecté de la méme fagon, alors que la composition de L’EDL (composé essentiellement de
MHCIId/x et IIb) ne varie pas (Stevens et al., 2000).

Ces transformations phénotypiques dues au clenbutérol entrainent des modifications
au niveau des caractéristiques d’activation calcique. Les fibres musculaires présentent une
augmentation de la sensibilité calcique (Ricart-Firinga et al., 2000). Cependant, il ne s’agit
pas d’un effet direct du clenbutérol sur les protéines contractiles et il a été suggéré que les
effets du clenbutérol mettent en jeu des cascades de phosphorylation intracellulaires. Ainsi, il
est supposé qu’une phosphorylation directe des protéines myofibrillaires puisse améliorer les
capacités contractiles. Cela a pu étre démontré pour la Tnl cardiaque (Winegrad ef al., 1983).
Dans ce travail, une relation entre clenbutérol et augmentation du niveau de phosphorylation
de la MLC2 a été suggérée, méme si le mécanisme n’a pas encore été exploré (voir nos

résultats).

6. Les hormones et les facteurs de croissance

a. Les hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes sont parmi les plus puissants régulateurs du phénotype
musculaire et, en particulier, de la composition en isoformes du systéme myofibrillaire. Le
mécanisme d’action a travers lequel les hormones thyroidiennes peuvent influencer la
composition en isoformes a été identifié en analysant I’interaction des protéines ligands qui se
lient au DNA supposé réguler la transcription génétique.

Durant le développement, I’action des hormones thyroidiennes est essentielle pour la
différentiation musculaire, car elles sont capables d’activer le facteur de transcription MyoD,

de stimuler ’accumulation de protéines, soit directement, soit au travers d’une augmentation
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de la sécrétion de GH qui, a son tour, agit sur I'IGF-I (Insulinv Growth Factor I). Elles sont en
outre capables de promouvoir la différentiation des différents types de fibres. Lors de la phase
de développement musculaire, les hormones thyroidiennes semblent induire une accélération
du processus normal de maturation du muscle. La transition postnatale de la MHC néonatale a
la MHC rapide adulte est réduite en absence d’hormone thyroidienne et peut étre accélérée
sous administration de cette méme hormone (Butler-Browne et al., 1984). Ce phénoméne est
indépendant de I’innervation, puisqu’il survient de la méme fagon dans des muscles dénervés
dés la naissance (Russell ef al., 1988).

Tous les muscles squelettiques du méme animal répondent a des variations de la
concentration sanguine en hormones thyroidiennes, mais leur réponse (activation des génes
codant les MHC par exemple) varie selon le type de muscle, de fait de leur composition
différente en récepteurs a ces hormones (Izumo et al., 1986 ; D'albis ef al., 1989, 1990). Par
exemple, un cas d’hypothyroidisme ée traduit au niveau musculaire par une augmentation de
la proportion de MHC lentes dans les muscles rapides (Leijendekker et Van Hardeveld, 1987).
Dans I’hyperthyroidisme, Fitts ainsi que lanuzzo (lanuzzo et al., 1977 ; Fitts et‘ al., 1980) ont
démontré une tendance a la transformation des types de fibres musculaires dans le sens
lent—rapide. De plus, I’administration des hormones thyroidiennes induit une diminution de
I’expression des MHC lentes au profit des MHC rapides dans le soleus (Caiozzo ef al., 1991).

Les hormones thyroidiennes seraient essentielles a I’activation des génes qui régissent
la synthése des isoformes rapides de la myosine & haute activité ATPasique. En outre,
I’expression du géne codant pour I'isoforme de la MHCIIa serait stimulé par les hormones
thyroidiennes dans les muscles rapides, alors que le géne codant pour la MHCIIb semble ne

répondre a la stimulation thyroidienne que dans certains muscles (Izumo et al., 1986).
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b. Les glucocorticoides

Les glucocorticoides (le cortisol par exemple) sont des hormones catabolisantes. A
dose supraphysiologique, ils sont capables d’induire une atrophie musculaire en modifiant la
balance synthése/dégradation protéique (Czerwinski er al., 1989). Ceci a été clairement
démontré au niveau des MHC (Seene et Alev, 1985 ; Seene et al., 2003). Le processus
d’atrophie s’applique aux fibres de maniére sélective : les fibres lentes sont moins touchées
que les fibres rapides, et au sein des fibres rapides, les fibres 2B sont plus affectées que les
fibres 2A. La distribution en isoformes de ces derniéres est modifiée aprés traitement aux
glucocorticoides. Les fibres 2A et 2B sont moins exprimées dans le soleus, alors que dans les

muscles rapides (EDL, diaphragme), la quantité de 2A augmente (Polla ef al., 1994).

c. L’insuline, I’IGF et la GH (Growth Hormone)

Ce sont des hormones anabolisantes. L’insuline semble avoir un effet dans la
myogénese. 1l a été observé que dans le diabete expérimental, il se manifeste un déficit de
Iactivité contractile (Eibschutz e7 al., 1984) en partie d@i & une modification de la composition
en myosine, avec réduction de‘la myosine rapide. De telles modifications ont été observées
dans les cas de déficience nutritionnelle (avec réduction du taux sanguin d’insuline) dans
lesquels a lieu également une transition rapide—lent (Kelsen ef al., 1985 ; Lanz et al., 1992),
accompagnée d’une atrophie sélective des fibres rapides, moins capables d’assimiler le
glucose et les acides aminés que les fibres lentes (Brady et al., 1981).

L’IGF-1 détermine 1’augmentation de @'incorporation des acides aminés, de la
syntheése protéique et de la captation du glucose. Il est en outre capable de stimuler la
différentiation myogénique, effet probablement basé sur I’induction du facteur de

transcription de la myogénine (Florini et Magri, 1989). L’IGF-I entrainerait également une
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hypertrophie musculaire en mobilisant les cellules satellites, et en induisant un métabolisme
glycolytique via une voie calcineurine-NFAT dépendante (Musaro ef al., 1999 ; Semsarian et
al., 1999).

Un autre facteur de croissance est le GH, pour lequel il a été démontré qu’un déficit
provoque dans le muscle de rat adulte, une diminution de la proportion en fibres de type 1,
accompagnée de P’expression de fibres dans un état transit