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

DOCUMENT 1.1- Modifications dOune culture demyoblastes dans un milieu de diffZrenciation
DC)apr-s Zeschnigk et al, J.Cell Sci., 108, 2973-2981, 1995 - Mege et al., J.Cell.Sci, 103, 897-906, 1992 - Travaglione et ala@eDifeatntiation, 12, 78-86, 260

Des cultureslin vitro! de cellules musculaires embryonnaires de souris, les myoblastes, sont utilisZes comme
modele pour Ztudier la myogensse.
- Dans un milieu de culture ditdg prolifZratiotE, les cellules se multiplient.
- Lorsqu@lles sont transfZrZes du milieu de prolifZration vers un milieu de diff Zrenciation (= induction de la
diffZrenciation), des modifications sont observZes. NZanmoins, le nombre total de noyaux de la culture ne
change pas.

Les cellules sont observZes au microscope ~ fluorescence. Les noyaux sont colorZs en bleu, les mol Zcules d@ctine
sont colorZes en vert.

B- Apr-s 72 heures de culture en milieu de
diferengiation, les cellujes se contractent
spontanZment et sont appelZes des myotubes.

A- Culture des myoblastes en milieu de prolifZratic

C- Le pourcentage des noyaux qui sont prZSents dans des myotubes est dZAerminZ en fonction de la durZe de
culture en milieu de diffZrenciation et exprimZ en pourcentage du nombre total de n@yaux ( ).

L@gzym(g crZatine phosphokinase (CPK)Vs@xprimg de fason sngifique chez les cellules musculaires
diffZrenciZes. Son activitZ est mesurZe (en unitZ d@ctivitZ par mg de protzine) en fonction de la durZe de culture
en milieu de diffZrenciationQ ).
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DOCUMENT I-2 B CadhZrines et formation de myotubes
DOapres Zeschnigk et al, J.Cell Sci., 108, 2973-2981, 1993Vlege et al., J.Cell.Sci, 103, 897-906, 1992

Chez les vertZborZs, le processus d@dhZrence cellulaire fait intervenir une famille de mol Zcules, les cadhZrines. Ce
sont des glycoprotZines membranaires qui, en prZsence d@ons calcium, adhe rent spZcifiquement aux cadhZrines
dOune autre surface cellulaire.

Des cadhZrines musculaires ont AZidentifiZes~ la surface des myoblastes. L @mplication de ces mol Zcules dans la

myogensse est recherchZe.

Une culture tZmoin de myoblastes de Poulet est effectuZe dans le milieu de diff Zrenciation appelZmilieu DMEM
contenant 2 mM de Ca
DOautres cultures cellulaires sont effectuZes dans des milieux de diffZrenciationlmodifiZs
- milieu SMEM!: milieu de diffZrenciation " faible concentration de calcium 0,2 mM dé Ca
- milieu DMEM + anticorps anti-cadhZrine musculaire” divers taux de dilution (1/500, 1/10a/s0),
- milieu DMEM + diverses concentrations de peptides synthZtiques
* peptide 1!: peptide synthZtique de 10 acides aminZs, identique ~ une zone de la rZgion
extracellulaire dOune cadhZrine musculaire.
* peptide 2!: peptide synthZtique de 10 acides aminZs, de meme composition en acides aminZs

que le peptide 1 mais de sZquence diffZrente, nOexistant pas dans la cadhZrine.

Graphique A!: Le pourcentage des noyaux qui sont prZsents dans des myotubes, exprimZ en pourcentage du
nombretotal denoyaux,es dAeminZ48 heuresapresle dZdenchenert deladiffZrendation enprZsenceu pas
de peptides synthZtiques.

o—0 en absence de peptides synthZtiques dans le milieu DMEM

° milieu DMEM + peptide 1

A milieu DMEM + peptide 2
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Les rZsultats reprZsentent la moyenne de trois_cultures
indZpendantes dans lesquelles 1000 noyaux ont ZtZ comptZs.
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Graphique B!: Des myoblastes sont mis en culture dans divers milieux de diffZrenciation. L@ctivitZ de

|@nzyme crZatine phosphokinase (CPK) est mesurZe apres 48 heures de culture. Cette activitZ est exprimZe en

pourcentage de I0QactivitZ prZsentZe par IOenzyme dans les cellules de la culture tZmoin DMEM.
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Graphique C : La 5-bromo-2-dZoxyuridine (BrdU), est un nucl Zotide analogue de la thymidine dans lequel la

base azotZe thymine est remplacZe par la bromo-uracile. La BrdU se substitue ~ la thymidine lors de larZplication

de IGADN. La BrdU est gjoutZe dans diffZrentes conditions de culture et on mesure le pourcentage de noyaux

contenant de la BrdU dans IDADN.
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Ajout de la BrdU:

2 : 36 heures apres I@nduction de la diff Zrenciation sans addition

3 : 36 heures apres IOinduction de la diffZrenciation

+ 400 mg/ml de peptide :

4 : 36 heures apres I0induction de la diffZrenciation

+400 mg/ml de peptide :

4/11



DOCUMENT I-3- Localisation des cadhZrines musculaires au cours dOune culture myogZnique

DOapres Mege et al., J.Cell.Sci, 103, 897-906, 1992

Des cellules en culture sur milieu de diff Zrenciation DMEM (contenant 2 mM de calcium) sont fixZes et traitZes
pendant 1 heure avec des anticorps anti-cadhZrine musculaire (photographies A et B) et des anticorps dirigZs
contre un marqueur membranaire prZsent sur la surface des myoblastes et des myotubes (photographies AQO et
Les deux types d@nticorps sont marquZs par un fluorochrome diffZrent. L@bservation est effectuZe avec un
microscope ~ fluorescence. Le meme champ est observZen A / AOet en B / BOEN A et B, on visualise les

cadhZrines de la membrane plasmique; en AO et BO, on visualise les marqueurs de la membrane plasmique.

A- Cellules en culture depuis 15 heures sur milieu de diffZrenciation + anticorps anti-cadhZrine

AQ Cellules en culture depuis 15 heures sur milieu de diffZrenciation + anticor ps anti-mar queur

membranaire

20um

B- Cellules en culture depuis 7 jours sur milieu de diffZrenciation + anticorps anti-cadhZrine
B3 Cellules en culture depuis 7 jours sur milieu de diffZrenciation + anticorps anti-marqueur

membranaire

20pum
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DOCUMENT I-4- R™Ie de la cavZoline
Volonte et al., Mol. BiolCell, 14, 4075-4088, 2003

Les caveolae sont de petites invaginations de la membrane plasmique, tres riches en lipides et en une protZine

intrinseque, la cavZoline. La cavZoline-3 est spZcifique de la membrane plasmique des cellules musculaires.

L @bservation d@n nombre important de caveolae dans les membranes des cellules de muscles squelettiques de
patients atteints de myopathie de Duchenne a amenZ des chercheurs ~ Zudier leur intervention et le rTte
particulier de la cavZoline-3 lors de la diffZrenciation des myoblastes.

* Des souris transgZniques prZsentant une surexpression du gene cavZoline-3 servent de source pour des
cultures de myoblastes possZdant une quantitZ de cavZoline-3 supZrieure " la GanvBle (

* Des souris prZsentant un gene Cav-3 non fonctionnel (souris @knocked-out!E) servent de source pour des
cultures de myoblastes ne possZdant pas de protZines cavZiidg-3 (

* Des myoblastes possZdant une quantitZ normale de cavZoline-3 servent de @rh9ins (

A- Des myoblastes issus de souris CTL, Cav-3 et KO sont mis en culture sur un milieu de diff Zrenciation. Apres
3 jours, le nombre moyen de noyaux prZsents par myotube est dzerminZ Au moins 50 myotubes de chague type
sont analysZs.
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B- On recherche la prZsence de cadhZrine et de cavZoline-3 dans des membranes plasmiques purifiZes apres 0, 1,
2 et 3 jours de culture sur milieu de diffZrenciation.

Les protZi nes de ces membranes plasmiques sont extraites et analysZes par Aectrophorese sur gel. La prZsence de
cadhZrine et de cavZoline-3, dans le gel, est visualisZe par incubation avec des anticorps spZcifiques marquZs par
un colorant.

B1- QuantitZ decadhZrine " la surface des cellules en fonction  Bp- Recherche de la cavZoline-3 dans le gel dOZlectrophors:

de la durZe de culture apres immuno-marquage
120 jour 0 iOUI’ 1 jour 2 jour 3
€100 S f sy A «(,VA?)O A '\)A’C VA’O
= ; FFQEFE S A S
© 5 —==CTL
-®- Cav-3
S o AR ® o -8 -9
5
20
0

Jours de culture

6/11



C- La membrane des caveolae prZsente une densitZ plus importante que le reste de la membrane plasmique et

peut en stre sZparZe gr¥%ece " une centrifugation sur un gradient de densitZ de saccharose.

Les caveolae sont isolZes ™ partir de cellules tZmoins (CTL), de cellules prZsentant une surexpression du gene

cavZoline-3Cav-3) et de cellules dont le ger@av-3est non fonctionneKO).

Les protZines de la membrane plasmique sont extraites, analysZes par Zectrophorese sur gel et visualisZes par

incubation avec des anticorps anti-cavZoline-3 ou anti- cadhZrine apres 1 ou 2 jours de diffZrenciation.

La composition protZique de la membrane des caveolae et celle de la membrane plasmique non situZe dans les

caveolae (nembrane plasmique hors des cave@lpsont comparZes.
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THEME 1l : FONCTIONNEMENT DOUNE PROTEINE DU SARCOMERE DIFFERENCIE. LA TITINE
LORS DOUN ETIREMENT

DOapres 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

Latitine est une protZine filiforme de poids mol Zculaire 3.10° contenant 30 000 acides aminZs. || sQgit du plus

gros polypeptide dZcouvert jusquO” prZszimique molZcule mesurguh dans le sarcomere.

La molZcule de titine est intZgrZe dansyefilament Zpais et&nd de la strie Z jusqud” la ligne M.

Elle est constituZe d@ne quuence riche en proline, glutamate, valine et lysine (la rZgion PEVK) et d@n grand

nombre de domaines repliZs, appelZs domaines |, numZrotZs en fonction de leur position par rapport ~ la strie Z

strie ligne Chaque domaine | contient 89 acides aminZs,
. . : mesure 4 nm de long et prZsente la structure
< YOS T > tridimensionnelle suivante

<> < >
T un domaine | T MyofilamenthaiS

rZgion T12 rZgion N2-A

DOCUMENT Il 1- Localisation de deux rZgions de la titine au cours de 1OZtirement dOun sarcomere

Des myofibrilles sont isolZes ~ partir d@n muscle squelettique de rat. Des anticorps sont crZZs contre deux
rZgions particulisre de la titine!: larZgion T12 et larZgion N2-A (voir schZma ci-dessus pour leur localisation).
Les sarcomeres sont observZs au microscope Zlectronique " transmission lors dOun Ztirement.

L es anticorps sont marquZs par des particules d@r et leur localisation est indiquZe par des fleches sur les clichZs
ci-dessous.

Myofibrilles + anticorps anti-T12

Longueur du sarcomsre

0,5um

Myofibrilles + anticorps anti-N2-A

Longueur du sarcomere

0,5um
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DOCUMENT lI-2- Etude de IOZtirement de la titine gr%o.ce au microscope " force atomique

Le microscope ~ force atomicue (AFM) est un microscope spZcial qui posssde une pointe effil Ze montZe sur une
tige flexible susceptible de se raccourcir. Une extrZmitZ d@n fragment de molZcule de titine est fixZe ~ cette

pointe effilZe mobile. Son autre extrZmitZ est liZe ~ une surface en or de position fixe. )
————  pointe effilZe mobile du
< > ¢ microscope AFM

fragment de la
protZine titine

Surface en or fixe | - || H E> direction de
<+ IOZtirement

domaine |

Quand la pointe du microscope AFM se dZplace, la protZine subit une traction dont la force est mesurZe tres
prZcisZment. Les graphiques ci-dessous reprZsentent |@nregistrement de la force exercZe (en ordonnZe et
exprimZe en piconewtons pN) en fonction de |@ntensitZ de |Gtirement imposZ par |@xpZrimentateur (en abscisse

et exprimZe en nm).

a- ExpZrimentation effectuZe avec un fragment de titine |b- ExpZrimentation effectuZe avec un fragment de titine

contenant 7 domaines | (du domaine | 27 au domaine | 33) | contenant 4 domaines | (du domaine | 27 au domaine | 30)

Force en pN Force en pN
60C - 60C
40C - 40C -
20C - 20C -
0
g T T T T > . T f >

0 5o 10C  15C 20C  Etirement en nm 0 50 10¢  15C  20C  Etirement en nm

c- ExpZrimentation effectuZe avec un fragment constituZ| d- ExpZrimentation effectuZe avec un fragment constituZ

artificiellement de 8 domaines | 27 identiques, en tandem artificiellement de 8 domaines | 28 identiques, en tandem
Force en pN Force en pN
60C 60C -
40C - 40C -
20C - 20C -
0 - :
. , . . . > Y , . . .
0 50 10C 15C 20C Etirement en nm 0 50 10C 15C 20C Etirement en nm

e- ExpZrimentation effectuZe avec un fragment chimere constituZ de 4 domaines | 27 et de 4 domaines | 28
Force en pN

Disposition des domaines dans la protZine chimere:
- les rectangles reprZsentent les domaines | 27 60C -

- les cercles reprZsentent les domaines | 28
40C -

20C -

E> © 3 -_— >

0 50 10C  15C 20C Etirementennm

f- L@ncubation d@n fragment 127 dans une solution contenant de IQ@rZe (un dZnaturant protZique) ~ la concentration de 6,6 M
Zimine I@spect en dent de scie de I@nregistrement. La force™ exercer pour un Zirement dZterminZe est plus faible qu@n absence

dBurZe.
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THEME llI- DIVERSITE DES FIBRES MUSCULAIRES DOUN MUSCLE

Document |ll 1- Les myosines des fibres musculaires

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

A- Electrophorese sur gel de la cha’ne lourde de la myosine de diverses fibres musculaires

Diverses fibres musculaires de 15 mm de long sont isolZes ™ partir de muscles de rats. Les molZcules de cha’nes
lourdes de myosine (MHC pour @Myosin Heavy ChainlE)en sort extraites et sulissent une Aectrophos se surgel
de polyacrylamide en conditions dZnaturantes (SDS-page) suivie dOune coloration argentique.

Chacune des pistes a, b, d, e, f rZvele les molZcules MHC extraites dOune seule fibre musculaire isolZe.

La piste ¢ rZvele les molZcules MHC extraites " partir dOun mZlange de fibres issues de divers muscles de rats

MHC - lIA
MHC - 11X protZines de masse
molZculaire proche
MHC - IB ——— de 220 kDa
MHC -1 -~

B- ActivitZ ATPasique des cha’nes lourdes de myosine et vitesse maximale de contraction des fibres

musculaires correspondantes

Type de cha’ne lourde de myosin{ ActivitZ ATPasique de la cha’ne| Vitesse maximale de contraction
prZsente dans la fibre musculaire lourde de myosine de la fibre
en nmol.mni?.s’ (en unitZ de longueur.3)
MHC-I 0,045_+ 0,006 1,05+ 0,37
MHC-I1A 0,168+ 0,026 2,33+ 0,29
MHC-11X 0,178 + 0,023 3,07+ 0,7
MHC-I11B 0,230+ 0,01 3,69+ 1,01
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Document Il 2- Vitesses de contraction de fibres musculaires chez un organisme, la carpe

DOapres Eckert , Animal Physiology, Ed. Freeman, 2002

Chez la carpe, les diffZrents types de fibres sont anatomiquement sZparZs. Onldistingue

- une couche superficielle de fibres de couleur rouge (contenant de la myosine MHC 1) situZe juste
sous la peau,

-une masse importante de fibres de couleur blanche (contenant de la myosine MHC 1IB) plus
profondes.

La carpe possede deux types de nage

- une nage calme durant laquelle le corps sdncurve peu et o seuls les muscles rouges pZriphZriques sont
sollicitZs

- une nage de fuite, rapide durant laquelle le corps sncurve beaucoup et dans laquelle interviennent les
muscles rouges et les muscles blancs.

Graphiques a etb

La puissance mZcanique gZnZrZe par la contraction d@ne fibre de muscle rouge pZriphZrique (graphique a) et
d@ne fibre de muscle blanc interne (graphique b) est mesurZe en fonction de la vitesse de raccourcissement de la

fibre. La puissance est exprimZe en unitZs relatives.

a- A b- A
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Graphique ¢

L@ffjcacit? de la contraction (c@st-"-dire le rapport entre la puissance produite et le taux d@ATP utilis?) est
reprZsentZe en fonction de la vitesse de contraction.
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