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Une technique d’électrophorése appliquée a la séparation
des isoformes de chaines lourdes de myosine
du muscle squelettique de bovin

'Brigitte Picard, Christiane Barboiron, David Chadeyron, Catherine Jurie

Les isoformes de chaines lourdes de myosine (MyHC), produits d’une famille
multigénique, présentent des poids moléculaires tres proches et par conséquent
sont difficilement séparables par les techniques classiques d’électrophorése
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacylamide Gel Electrophoresis). Or,
leur analyse présente un intérét majeur car le type d’isoforme de MyHC d’une
fibre donnée définit sa vitesse de contraction. Classiquement les révélations ont
été faites par histochimie et immunohistochimie sur des coupes sériées de fibres
musculaires. Toutefois, ces techniques sont lourdes a mettre en ceuvre, peu
représentatives de I’ensemble du muscle et ne sont pas quantitatives. Aussi, il
apparait nécessaire de pouvoir disposer de méthodes de quantification de ces
isoformes a partir d’un broyat musculaire. Une méthode de séparation des
MyHC de muscles de bovin en gradient de polyacrylamide avait été mise au
point (Picard et al., 1999). Afin de simplifier encore la méthodologie utilisée
nous avons adapté une méthode en mini gels qui s’affranchit de la réalisation
d’un gradient de polyacrylamide. Cette méthode offre une trés bonne résolution
des MyHC de muscles de bovins et d’ovins.

Résumé : La quantification de la proportion en isoformes de chaines lourdes de myosine
(MyHC) d’un muscle peut avoir de nombreuses applications, en particulier pour les animaux
d’élevage comme le bovin pour lequel les études concernent principalement la maitrise de la
tendreté de la viande. Nous avions précédemment mis au point une technique de séparation
des isoformes de MyHC bovines en gradient de polyacrylamide (Picard et al., 1999).
Toutefois, cette technique présente des limites en particulier pour la maitrise et la
reproductibilité du gradient. Aussi, nous avons cherché a développer une méthode plus simple
de séparation des isoformes de MyHC de muscles de bovins. Pour cela nous avons apporté
des modifications a la méthode publiée par Talmadge and Roy en 1993 pour la séparation
des MyHC de rat en mini gels & 8% d’acrylamide. La technique proposee dans cet article
permet une tres bonne résolution des MyHC de muscles de bovins mais aussi d’ovins, avec
une bonne reproductibilité. Elle peut donc étre appliquée pour toutes les études relatives a la
composition en MyHC des muscles de ces deux espéces.
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Introduction

La myosine, protéine myofibrillaire majeure, joue un réle fondamental dans la physiologie
musculaire. Elle est constituée de 2 chaines lourdes (MyHC) et de 4 chaines légeres (MyLC).
Les isoformes de chaines lourdes sont liées a la vitesse de contraction des fibres. Ces
isoformes, produits d’une famille multigénique, sont au nombre de 10 chez les mammiféres
(pour revue : Picard et al., 2003). Dans le muscle adulte, 4 isoformes sont présentes selon les
especes : I’isoforme lente | (correspondant a la forme 3 cardiaque) et trois isoformes rapides
lla, 1Ix et Ilb. D’autres isoformes sont exprimées transitoirement durant la vie feetale, ou
encore se retrouvent dans des muscles particuliers comme le muscle extra-oculaire (Pette and
Staron, 2000). Toutes ces isoformes sont les produits de genes différents, organisés en clusters
sur deux chromosomes. Le géne codant I’isoforme | est lié au géne codant la MyHC alpha
cardiaque sur un chromosome, et les autres genes des MyHC squelettiques sont en tandem sur
un autre chromosome (pour revue: Reggiani and Mascarello, 2004). Dans le muscle
squelettique de bovin adulte, seules les isoformes I, Ila et 11x sont exprimées (Chikuni et al.,
2004) et sont présentes dans les fibres pures appelées respectivement | (lentes oxydatives),
I1A (rapides oxydo-glycolytiques) et 11X (rapides glycolytiques) (Picard et al., 2003). Elles
peuvent aussi se trouver co-exprimées dans des fibres hybrides (Picard et al., 2003). Ces
différents types de fibres peuvent étre révélés par des méthodes histochimiques et
immunohistochimiques (Picard et al., 1998 a et b). Toutefois, ces méthodes sont lourdes a
mettre en ceuvre sur de grosses séries d’échantillons et ne sont pas quantitatives. C’est
pourquoi, nous avons congu une technique d’électrophorese SDS-PAGE inspirée des travaux de
Carraro et al, (1983), pour séparer les isoformes de MyHC de bovins (Picard et al., 1999).
Cette technique souffre cependant d’une difficulté de maitrise et de mise en ceuvre liée a la
réalisation d’un gradient de polyacrylamide. Aussi, notre objectif a été d’adapter la technique
décrite par Talmadge and Roy en 1993 qui a I’avantage de s’appuyer sur une separation des
MyHC en mini-gels & 8% d’acrylamide et qui évite la réalisation d’un gradient de
polyacrylamide. Cette technique permet une trés bonne résolution des MyHC de muscles
squelettiques de rat, mais ne permet pas de séparer les MyHC de muscles bovins tout comme
humains (Bamman et al., 1999). Nous avons donc apporté des modifications a la méthode de
Talmadge and Roy (1993) afin d’obtenir une séparation des isoformes de MyHC des muscles
de bovins adultes. La technique
retenue offre une bonne résolution de
ces MyHC avec une bonne
reproductibilité. Outre la
simplification technique, elle donne
une meilleure résolution qu’avec
I’électrophorese en gradient de Picard
et al. (1999), notamment pour les
isoformes rapides lla et l1x.

Photo 1 : Séparation des isoformes de MyHC de muscle de bovin en mini gels
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2. Matériel et méthodes

2.1 Préparation des échantillons

Pour les essais techniques nous avons utilisé des échantillons de muscles de bovins:
Longissimus thoracis (LT), Semitendinosus (ST), Triceps brachii (TB), Diaphragma (Di),
Cutaneus trunci (CT). Les trois premiers renferment des proportions différentes des trois
MyHC, le Di de bovin ne contient que les MyHC 1 et Ila, alors que le CT ne contient que les
isoformes rapides Ila et I1x (Picard et al., 1994). Ces muscles ont été prélevés sur des bovins,
dans I’heure suivant I’abattage, congelés directement dans I’azote liquide et stockés dans un
congélateur a - 80 °C jusqu’aux analyses. Un éechantillon de muscle LT pour lequel nous
avions des données de composition en MyHC obtenues par électrophorése en gradient de
polyacrylamide selon la méthode de Picard et al, (1999), a été inséré dans tous les gels
comme référence. Un échantillon de muscle Gastrocnemius (Ga) de rat a été utilisé comme
témoin. Le muscle LT a egalement été prélevé a I’abattage sur 12 agneaux males agés de 6
mois. Les protéines myofibrillaires ont été extraites des différents muscles selon la technique
utilisée pour les gels en gradient de polyacrylamide décrite dans Picard et al., (1994) qui offre
un meilleur rendement que la technique d’extraction de Talmadge and Roy (1993). La
concentration en protéines des échantillons a été évaluée par la méthode de Bradford (1976).

2.2 Conditions d’électrophorese

Les protéines extraites sont diluées a 50% dans du tampon de Laemmli : 4% SDS, 125 mM
Tris pH 6,8, 20% glyceérol, 10% 3 mercaptoéthanol. L’échantillon est porté a 60°C pendant
10 minutes, puis 3 g de protéines sont déposés dans chacun des puits des mini gels de 0.75
mm d’épaisseur (cuve Protéan Ill de Biorad). La préparation des gels de séparation et de
concentration est donnée dans le tableau 1. Comme dans la technique de Talmadge and Roy
(1993), le tampon de cuve supérieure est composeé de 0,1 M Tris (base), 150 mM glycine,
0,1% SDS, auquel est ajouté 10 mM de 8 mercaptoéthanol. Le tampon de cuve inférieure, lui
est composé de 50 mM Tris (base), 75 mM glycine, 0,05% SDS. La migration est réalisée a
4°C, a un voltage de 70 volts pendant 30 heures sur un générateur Consort E861. A I’issue de
la migration, les gels sont fixés dans un mélange éthanol 30% et acide acétique 5% puis
colorés au bleu de Coomassie R250 selon le protocole décrit par Picard et al., (1999), I’exces
de coloration étant éliminé dans 2 bains successifs de mélange éthanol 30%, acide acétique
5%. Les gels colorés sont scannés & I’aide du scanner Chemilmager™ 5500 (Alpha Innotech
Corporation), la proportion de chaque bande de MyHC est déterminée grace au logiciel couplé
au Chemilmager ™ AlphaEaseFC .

2.3 Immunohistochimie

Les difféerentes MyHC ont été révelées sur des coupes sériées de 10 um d’épaisseur a I’aide
d’anticorps spécifiqgues des MyHC bovines (Picard et al., 1998b) selon le protocole
d’immunohistochimie décrit dans Picard et al., (1998a) sur des échantillons de muscle ST et
LT. L’ anticorps F36.5B9 (Alexis Biochemicals) est spécifique de la MyHC I, lente; le F
113.15F4 (Alexis Biochemicals) reconnait les MyHC rapides Ila et 11x dans le muscle bovin
et le S5.8H2 reconnait toutes les MyHC sauf la lla (Picard et al.,, 1998b). L’analyse
comparative des réponses a ces trois anticorps sur des coupes sériées permet de classer les
fibresen I, 1A et 11X, environ 100 fibres ont été analysées et comptées pour chaque muscle.
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3. Résultats et discussion
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Figure 1 : Séparation des isoformes de chaines lourdes de myosine (MyHC) de muscle Semitendinosus
de bovin adulte selon la méthode (1) de Talmadge and Roy (1993), (2) de Picard et al., (1999).

Avec la technique décrite par Talmadge and Roy (1993) on obtient une bonne séparation des
MyHC de muscle de rat, mais on ne peut pas séparer les isoformes rapides de muscle de
bovins, contrairement a la technique en gradient de polyacrylamide de Picard et al., (1999)
(Figure 1). Bamman et al., (1999) avaient fait la méme constatation & partir de muscle
humain. La séquence en acides aminés des isoformes de MyHC dans les différentes espéces,
bien que proche, n’est pas identique (Chikuni et al., 2004). Ainsi, les poids moléculaires de
ces isoformes sont différents selon les espéces, il est donc logique que les conditions
d’électrophorése adaptées a une espece, ne le soient pas pour une autre. Aussi, il est
nécessaire d’adapter les conditions afin d’optimiser la résolution obtenue pour chaque espece.
Partant de la technique de Talmadge and Roy (1993), nous y avons apporté plusieurs
modifications successives : modifications de la composition du gel de séparation (T=8% et
C=1,96% pour Talmadge and Roy (1993) vs T=9,2% et C=1,96% dans nos conditions), et de
concentration (T= 4% pour Talmadge and Roy (1993) et T= 8,4% dans nos conditions) et
augmentation du temps de migration de 24 a 30 heures, a 70 volts. Les principaux essais
réalisés sont illustrés dans la figure 2.
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Figure 2 : Différentes conditions d’électrophoreése

(@) Talmadge and Roy (1993) ; (b) Talmadge and Roy (1993) sans gel de concentration ;
(c) Talmadge and Roy (1993) avec un gel de concentration modifié

ST : Semitendinosus, LT : Longissimus thoracis, Di : Diaphragma,

Ga : Gastrocnemius de rat
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Gel de séparation Gel de_
concentration

Acrylamide (40%) 3,922 1,471
Acrylamide-bis (2%) 1,568 0,588
TRIS 2M pH 8,8 2,000

TRIS 1M pH 6,8 0,700
Glycine 1M 2,000

EDTA 100mM 0,400
Glycérol 87% 6,897 3,448
SDS 10% 0,800 0,400
TEMED 0,010 0,005
PAS 10% 0,200 0,100

Tableau 1 : Composition des gels de séparation et de concentration en ml, pour la
préparation de deux mini gels de 0,75 mm d’épaisseur.

Toutes les solutions meres sont stockées a 4°C.
TEMED : N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine ;
Acrylamide-bis : N’-methylene-bis-acrylamide ;
SDS : sodium dodesyl sulphate ;

PAS : ammonium persulfate

Les compositions des gels de concentration et de séparation retenues sont données dans le
tableau 1. Les principales modifications apportées portent sur la concentration en acrylamide
qui est augmentée dans nos conditions dans les deux gels. En particulier, la concentration en
acrylamide de notre gel de concentration est supérieure a ce qui est classiquement utilisé. Les
essais réalisés montrent I’importance de I’effet de ce gel, puisque sans lui, en condition
continue, nous n’obtenons pas de séparation des MyHC rapides (figure 2b). En revanche, en
modifiant uniquement la concentration de ce gel nous séparons les isoformes MyHC Ila et I1x
(figure 2c). En fait, le plus important dans un systeme discontinu est surtout la différence de
pH, le passage du pH 6,8 a 8,8 provoque un ralentissement de la migration des protéines. Le
fait que la migration dans le gel de concentration, plus concentré dans nos conditions, se fasse
plus lentement dans nos conditions peut ralentir encore la pénétration des protéines dans le gel
de séparation et amplifier ainsi I’effet « stacking ».

Ainsi, la méthode retenue détaillée dans le matériel et méthode, offre la meilleure résolution
des trois bandes de MyHC (figure 2c), par contre elle ne sépare pas les MyHC du muscle de
rat. Cette résolution est supérieure a celle que nous obtenions avec la méthode en gradient,
elle est également bien meilleure que ce que I’on peut observer pour les autres especes par
exemple Bamman et al., (1999) pour I’humain et Talmadge and Roy (1993) pour le rat. C’est
a notre connaissance, la meilleure résolution des bandes de MyHC lla et l1x obtenue.

Afin de valider I’utilisation de cette technique, nous avons comparé pour un échantillon donné
de chacun des muscles LT et ST, la composition en MyHC obtenue par cette technique et par
celle en gradient de polyacrylamide (Picard et al., 1999). Nous avons aussi comparé les
compositions en MyHC obtenues par ces deux méthodes a la composition en fibres du méme
échantillon déterminée par immunohistochimie.
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Les résultats de ces comparaisons (tableau 2), montrent des proportions de MyHC similaires
dans les trois cas ce qui nous permet de valider I’utilisation de cette technique pour la
séparation des MyHC de muscles de bovins.

1) ) ?3)
MyHC | 20,8 22,7 22,4
Muscle LT MyHC lla 35 37,6 35,5
MyHC lIx 44,2 39,7 42,1

MyHC | 4.8 4.4 5

Muscle ST MyHC lla 19 18 20
MyHC I1x 76,2 77,6 71,5

Tableau 2 : Composition en MyHC (%) mesurée apres séparation par électrophorése
(1) selon la présente méthode de Talmadge and Roy (1993) modifiée,
(2) selon Picard et al. (1999) en gradient de polyacrylamide et
(3) apres révélation des MyHC par immunohistochimie (Picard et al., 1998a,b).

D’autre part, nous avons utilisé dans chaque électrophorese effectuée selon la méthode de
Talmadge and Roy modifiée, un échantillon de LT pour lequel la composition en MyHC avait
été déterminée par la méthode en gradient comme suit : 25%+3 MyHC 1, 37%z+4,9 MyHC lla,
38%+5,3 MyHC 11X. Ainsi, déposé sur 50 gels différents de séparation de divers muscles
(figures 3a et 3b), la composition moyenne obtenue pour cet échantillon (numéro 1 sur la
figure 3) est de 22% * 2 ,8% de MyHC I, 42 +3,7% de MyHC lla, 36£2,7% de MyHC IIx, et
n’est pas significativement différente de la précédente. De plus, le coefficient de variation
calculé sur I’ensemble de ces 50 gels, est de 8%. Enfin, cette technique appliquée a du muscle
LT de mouton montre également une bonne résolution des MyHC dans cette espéce
(figure 3c) avec des proportions en moyenne de 12% MyHC I, 28% MyHC lla, 60% MyHC
I1x, tout a fait comparables a celles obtenues par Laville et al. (2002) par une électrophorese
en gradient de polyacrylamide 5-8%. Nous constatons que les MyHC rapides d’ovins sont
encore mieux separées que celles de bovins. Toutefois, la distance de separation entre les
MyHC | et Ila est plus faible que pour le muscle de bovin (figure 3c).
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Figure 3 : Exemples de séparation des isoformes de MyHC de muscles (a) Triceps brachii
(TB) et (b) Longissimus thoracis (LT) de bovins et (c) de muscles LT d’ovins

1 : échantillon témoin de muscle LT mesuré également par la technique en gradient de Picard et al., (1999) ;
2 : échantillon de muscle Diaphragma (Di) ne contenant que les MyHC | et lla

Conclusion

Cette méthode d’électrophorése permet une bonne séparation des trois isoformes de MyHC de
muscles de bovin et d’ovin avec une bonne reproductibilité. Elle peut donc étre utilisée dans
les différentes études du muscle dans ces especes : ontogenése, influence des facteurs de
production et du type génétique sur la composition en MyHC ou encore relation entre cette
composition et les qualités sensorielles de la viande.
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