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THEME I- UNE ETAPE DE LA MYOGENESE !: TRANSFORMATION DE MYOBLASTES EN MYOTUBES

DOCUMENT I.1- Modifications dÕune culture de myoblastes dans un milieu de diffŽrenciation
DÕapr•s Zeschnigk et al, J.Cell Sci., 108, 2973-2981, 1995    -    Mege et al., J.Cell.Sci, 103, 897-906, 1992 - Travaglione et al., Cell Death and Differentiation, 12, 78-86, 2005

Des cultures!in vitro! de cellules musculaires embryonnaires de souris, les myoblastes, sont utilisŽes comme
mod•le pour Žtudier la myogen•se.

- Dans un milieu de culture dit Ç!de prolifŽration!È, les cellules se multiplient.
- LorsquÕelles sont transfŽrŽes du milieu de prolifŽration vers un milieu de diffŽrenciation (= induction de la
diffŽrenciation), des modifications sont observŽes. NŽanmoins, le nombre total de noyaux de la culture ne
change pas.

Les cellules sont observŽes au microscope ˆ fluorescence. Les noyaux sont colorŽs en bleu, les molŽcules dÕactine
sont colorŽes en vert.

A- Culture des myoblastes en milieu de prolifŽrationB - Apr• s 72 heures de cul ture en mi l ieu de
di f fŽrenciation, les cel lules se contractent
spontanŽment et sont appelŽes des myotubes.

C- Le pourcentage des noyaux qui sont prŽsents dans des myotubes est dŽterminŽen fonction de la durŽe de
culture en milieu de diffŽrenciation et exprimŽ en pourcentage du nombre total de noyaux (       ) .

LÕenzyme crŽatine phosphokinase (CPK) sÕexprime de fa•on spŽcifique chez les cellules musculaires
diffŽrenciŽes. Son activitŽest mesurŽe (en unitŽdÕactivitŽpar mg de protŽine) en fonction de la durŽe de culture
en milieu de diffŽrenciation ( ).
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DOCUMENT I-2 Ð CadhŽrines et formation de myotubes

DÕapr•s Zeschnigk et al, J.Cell Sci., 108, 2973-2981, 1995    -Mege et al., J.Cell.Sci, 103, 897-906, 1992

Chez les vertŽbrŽs, le processus dÕadhŽrence cellulaire fait intervenir une famille de molŽcules, les cadhŽrines. Ce

sont des glycoprotŽines membranaires qui, en prŽsence dÕions calcium, adh•rent spŽcifiquement aux cadhŽrines

dÕune autre surface cellulaire.

Des cadhŽrines musculaires ont ŽtŽidentifiŽes ˆ la surface des myoblastes. LÕimplication de ces molŽcules dans la

myogen•se est recherchŽe.

Une culture tŽmoin de myoblastes de Poulet est effectuŽe dans le milieu de diffŽrenciation appelŽmilieu DMEM

contenant 2 mM de Ca2+.

DÕautres cultures cellulaires sont effectuŽes dans des milieux de diffŽrenciation modifiŽs!:

- milieu SMEM!: milieu de diffŽrenciation ˆ faible concentration de calcium 0,2 mM de Ca2+,

- milieu DMEM + anticorps anti-cadhŽrine musculaire ̂ divers taux de dilution (1/500, 1/100!, 1/50),

- milieu DMEM + diverses concentrations de peptides synthŽtiques!:

* peptide 1!: peptide synthŽtique de 10 acides aminŽs, identique ˆ une zone de la rŽgion

extracellulaire dÕune cadhŽrine musculaire.

* peptide 2!: peptide synthŽtique de 10 acides aminŽs, de m•me composition en acides aminŽs

que le peptide 1 mais de sŽquence diffŽrente, nÕexistant pas dans la cadhŽrine.

Graphique A!: Le pourcentage des noyaux qui sont prŽsents dans des myotubes, exprimŽ en pourcentage du

nombretotal denoyaux,est dŽterminŽ48heuresapr•sledŽclenchement deladiffŽrenciation enprŽsenceoupas

de peptides synthŽtiques.

 en absence de peptides synthŽtiques dans le milieu DMEM

milieu DMEM + peptide 1

milieu DMEM + peptide 2

Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois cul tures
indŽpendantes dans lesquelles 1000 noyaux ont ŽtŽ comptŽs.
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Graphique B!: Des myoblastes sont mis en culture dans divers milieux de diffŽrenciation. LÕactivitŽ de

lÕenzyme crŽatine phosphokinase (CPK) est mesurŽe apr•s 48 heures de culture. Cette activitŽest exprimŽe en

pourcentage de lÕactivitŽ prŽsentŽe par lÕenzyme dans les cellules de la culture tŽmoin DMEM.

Graphique C : La 5-bromo-2-dŽoxyuridine (BrdU), est un nuclŽotide analogue de la thymidine dans lequel la

base azotŽe thymine est remplacŽe par la bromo-uracile. La BrdU se substitue ˆ la thymidine lors de la rŽplication

de lÕADN. La BrdU est ajoutŽe dans diffŽrentes conditions de culture et on mesure le pourcentage de noyaux

contenant de la BrdU dans lÕADN.

Ajout de la BrdU:

1 : dans le mil ieu de prol i fŽration, avant induction de la

diffŽrenciation,

2 : 36 heures apr•s lÕinduction de la diffŽrenciation sans addition

de peptides,

3 : 36 heures apr•s lÕinduction de la diffŽrenciation

+  400 mg/ml de peptide 1,

4 : 36 heures apr•s lÕinduction de la diffŽrenciation

+400 mg/ml de peptide 2.%
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DOCUMENT I-3- Localisation des cadhŽrines musculaires au cours dÕune culture myogŽnique

DÕapr•s Mege et al., J.Cell.Sci, 103, 897-906, 1992

Des cellules en culture sur milieu de diffŽrenciation DMEM (contenant 2 mM de calcium) sont fixŽes et traitŽes

pendant 1 heure avec des anticorps anti-cadhŽrine musculaire (photographies A et B) et des anticorps dirigŽs

contre un marqueur membranaire prŽsent sur la surface des myoblastes et des myotubes (photographies AÕ et BÕ).

Les deux types dÕanticorps sont marquŽs par un fluorochrome diffŽrent. LÕobservation est effectuŽe avec un

microscope ˆ fluorescence. Le m•me champ est observŽ en A / AÕet en B / BÕ. En A et B, on visualise les

cadhŽrines de la membrane plasmique; en AÕ et BÕ, on visualise les marqueurs de la membrane plasmique.

A-  Cellules en culture depuis 15 heures sur milieu de diffŽrenciation + anticorps anti-cadhŽrine

AÕ- Cellules en culture depuis 15 heures sur milieu de diffŽrenciation + anticorps anti-marqueur

membranaire

B-  Cellules en culture depuis 7 jours sur milieu de diffŽrenciation + anticorps anti-cadhŽrine

BÕ- Cellules en culture depuis 7 jours sur milieu de diffŽrenciation + anticorps anti-marqueur

membranaire
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DOCUMENT I-4- R™le de la cavŽoline

Volonte et al., Mol. Biol. Cell, 14, 4075-4088, 2003

Les caveolae sont de petites invaginations de la membrane plasmique, tr•s riches en lipides et en une protŽine
intrins•que, la cavŽoline.  La cavŽoline-3 est spŽcifique de la membrane plasmique des cellules musculaires.
LÕobservation dÕun nombre important de caveolae dans les membranes des cellules de muscles squelettiques de
patients atteints de myopathie de Duchenne a amenŽ des chercheurs ˆ Žtudier leur intervention et le r™le
particulier de la cavŽoline-3 lors de la diffŽrenciation des myoblastes.

* Des souris transgŽniques prŽsentant une surexpression du g•ne cavŽoline-3 servent de source pour des
cultures de myoblastes possŽdant une quantitŽ de cavŽoline-3 supŽrieure ˆ la normale (Cav-3).
* Des souris prŽsentant un g•ne Cav-3 non fonctionnel (souris Ç!knocked-out!È) servent de source pour des
cultures de myoblastes ne possŽdant pas de protŽines cavŽoline-3 (KO).
* Des myoblastes possŽdant une quantitŽ normale de cavŽoline-3 servent de tŽmoins (CTL ).

A- Des myoblastes issus de souris CTL, Cav-3 et KO sont mis en culture sur un milieu de diffŽrenciation. Apr•s
3 jours, le nombre moyen de noyaux prŽsents par myotube est dŽterminŽ. Au moins 50 myotubes de chaque type
sont analysŽs.

B- On recherche la prŽsence de cadhŽrine et de cavŽoline-3 dans des membranes plasmiques purifiŽes apr•s 0, 1,
2 et 3 jours de culture sur milieu de diffŽrenciation.
Les protŽines de ces membranes plasmiques sont extraites et analysŽes par Žlectrophor•se sur gel. La prŽsence de
cadhŽrine et de cavŽoline-3, dans le gel, est visualisŽe par incubation avec des anticorps spŽcifiques marquŽs par
un colorant.

B1- QuantitŽ de cadhŽrine ˆ la surface des cellules en fonction
de la durŽe de culture

B2- Recherche de la cavŽoline-3 dans le gel dÕŽlectrophor•se
apr•s immuno-marquage
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C- La membrane des caveolae prŽsente une densitŽ plus importante que le reste de la membrane plasmique et

peut en •tre sŽparŽe gr‰ce ˆ une centrifugation sur un gradient de densitŽ de saccharose.

Les caveolae sont isolŽes ˆ partir de cellules tŽmoins (CTL), de cellules prŽsentant une surexpression du g•ne

cavŽoline-3 (Cav-3) et de cellules dont le g•ne Cav-3 est non fonctionnel (KO).

Les protŽines de la membrane plasmique sont extraites, analysŽes par Žlectrophor•se sur gel et visualisŽes par

incubation avec des anticorps anti-cavŽoline-3 ou anti- cadhŽrine apr•s 1 ou 2 jours de diffŽrenciation.

La composition protŽique de la membrane des caveolae et celle de la membrane plasmique non situŽe dans les

caveolae (Ç!membrane plasmique hors des caveolae!È) sont comparŽes.
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THEME II !: FONCTIONNEMENT DÕUNE PROTEINE DU SARCOMERE DIFFERENCIE, LA TITINE,

LORS DÕUN ETIREMENT

DÕapr•s Linke et al., J. Cell Science, 111, 1567-1574, 1998  -  Rief et al., Science, 276, 1109-1112, 1997

Li et al., PNAS, 97, 6527-6531, 2000

La titine est une protŽine filiforme de poids molŽculaire 3.106 contenant 30 000 acides aminŽs. Il sÕagit du plus
gros polypeptide dŽcouvert jusquÕˆ prŽsent. Chaque molŽcule mesure 1 µm dans le sarcom•re.
La molŽcule de titine est intŽgrŽe dans le myofilament Žpais et sÕŽtend de la strie Z jusquÕˆ la ligne M.
Elle est constituŽe dÕune sŽquence riche en proline, glutamate, valine et lysine (la rŽgion PEVK) et dÕun grand
nombre de domaines repliŽs, appelŽs domaines I, numŽrotŽs en fonction de leur position par rapport ˆ la strie Z.

Chaque domaine I contient 89 acides aminŽs,
mesure 4 nm de long et prŽsente la structure
tridimensionnelle suivante!:

DOCUMENT II 1- Localisation de deux rŽgions de la titine au cours de lÕŽtirement dÕun sarcom•re

Des myofibrilles sont isolŽes ˆ partir dÕun muscle squelettique de rat. Des anticorps sont crŽŽs contre deux
rŽgions particuli• re de la titine!: la rŽgion T12 et la rŽgion N2-A (voir schŽma ci-dessus pour leur localisation).
Les sarcom•res sont observŽs au microscope Žlectronique ˆ transmission lors dÕun Žtirement.
Les anticorps sont marquŽs par des particules dÕor et leur localisation est indiquŽe par des fl•ches sur les clichŽs
ci-dessous.

Myofibrilles + anticorps anti-T12

Myofibrilles + anticorps anti-N2-A

rŽgion T12 rŽgion N2-A

Myofilament fin

Myofilament Žpais
un  domaine I

0,5µm

0,5µm

Longueur du sarcom•re

Longueur du sarcom•re

strie ligne
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DOCUMENT II-2- Etude de lÕŽtirement de la titine gr‰ce au microscope ˆ force atomique

Le microscope ˆ force atomique (AFM) est un microscope spŽcial qui poss•de une pointe effilŽe montŽe sur une

tige flexible susceptible de se raccourcir. Une extrŽmitŽ dÕun fragment de molŽcule de titine est fixŽe ˆ cette

pointe effilŽe mobile. Son autre extrŽmitŽ est liŽe ˆ une surface en or de position fixe.

Quand la pointe du microscope AFM se dŽplace, la protŽine subit une traction dont la force est mesurŽe tr•s

prŽcisŽment. Les graphiques ci-dessous reprŽsentent lÕenregistrement de la force exercŽe (en ordonnŽe et

exprimŽe en piconewtons pN) en fonction de lÕintensitŽde lÕŽtirement imposŽpar lÕexpŽrimentateur (en abscisse

et exprimŽe en nm).

a- ExpŽr imentation effectuŽe avec un fragment de titine
contenant 7 domaines I    (du domaine I 27 au domaine I 33)

b- ExpŽr imentation effectuŽe avec un fr agment de tit ine
contenant 4 domaines I (du domaine I 27 au domaine I 30)

c- ExpŽr imentation effectuŽe avec un fr agment constituŽ
artificiellement de  8 domaines I 27 identiques, en tandem

d- ExpŽr imentation effectuŽe avec un fr agment constituŽ
artificiellement de  8 domaines I 28 identiques, en tandem

e- ExpŽrimentation effectuŽe avec un fragment chim•re constituŽ de 4 domaines I 27 et de 4 domaines I 28

Disposition des domaines dans la protŽine chim•re:
     - les rectangles reprŽsentent les domaines I 27
     - les cercles reprŽsentent les domaines I 28

f- LÕincubation dÕun fragment I27 dans une solution contenant de lÕurŽe (un dŽnaturant protŽique) ˆ la concentration de 6,6 M

Žlimine lÕaspect en dent de scie de lÕenregistrement. La force ˆ exercer pour un Žtirement dŽterminŽe est plus faible quÕen absence

dÕurŽe.
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THEME III- DIVERSITE DES FIBRES MUSCULAIRES DÕUN MUSCLE

Document III 1- Les myosines des fibres musculaires

Weiss et al., J.Biol.Chem, 276, 45902-45908 , 2001

A- Electrophor•se sur gel de la cha”ne lourde de la myosine de diverses fibres musculaires

Diverses fibres musculaires de 15 mm de long sont isolŽes ˆ partir de muscles de rats. Les molŽcules de cha”nes

lourdes de myosine (MHC pourÇ!Myosin Heavy Chain!È)en sont extraites et subissent une Žlectrophor•sesurgel

de polyacrylamide en conditions dŽnaturantes (SDS-page) suivie dÕune coloration argentique.

Chacune des pistes a, b, d, e, f rŽv•le les  molŽcules MHC extraites dÕune seule fibre musculaire isolŽe.

La piste c rŽv•le les  molŽcules MHC extraites ˆ partir dÕun mŽlange de fibres issues de divers muscles de rats.

B- ActivitŽ ATPasique des cha”nes lourdes de myosine et vitesse maximale de contraction des fibres

musculaires correspondantes

Type de cha”ne lourde de myosine

prŽsente dans la fibre musculaire

ActivitŽ ATPasique de la cha”ne

lourde de myosine

en nmol.mm-3.s-1

Vitesse maximale de contraction

de la fibre

(en unitŽ de longueur.s-1 )

MHC-I

MHC-IIA

MHC-IIX

MHC-IIB

0,045 + 0,006

0,168 + 0,026

0,178 + 0,023

0,230 + 0,01

1,05 + 0,37

2,33 + 0,29

3,07 + 0,7

3,69 + 1,01

protŽines de masse
molŽculaire proche
de 220 kDa

MHC - IIA

MHC - IIX
MHC - IIB

MHC - I
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Document III 2- Vitesses de contraction de  fibres musculaires chez un organisme, la carpe

DÕapr•s Eckert , Animal Physiology, Ed. Freeman, 2002

Chez la carpe, les diffŽrents types de fibres sont anatomiquement sŽparŽs. On distingue!:
- une couche super ficielle de fibres de couleur rouge (contenant de la myosine MHC I) situŽe juste

sous la peau,
-une masse impor tante de fibres de couleur blanche (contenant de la myosine MHC IIB) plus

profondes.

La carpe poss•de deux types de nage!:
- une nage calme durant laquelle le corps sÕincurve peu et o• seuls les muscles rouges pŽriphŽriques sont

sollicitŽs
- une nage de fuite, rapide durant laquelle le corps sÕincurve beaucoup et dans laquelle interviennent les

muscles rouges et les muscles blancs.

Graphiques a et b

La puissance mŽcanique gŽnŽrŽe par la contraction dÕune fibre de muscle rouge pŽriphŽrique (graphique a) et

dÕune fibre de muscle blanc interne (graphique b) est mesurŽe en fonction de la vitesse de raccourcissement de la

fibre.  La puissance est exprimŽe en unitŽs relatives.

a- b-

Graphique c
LÕefficacitŽ de la contraction (cÕest-ˆ -dire le rapport entre la puissance produite et le taux dÕATP utilisŽ) est
reprŽsentŽe en fonction de la vitesse de contraction.
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