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Innervation, rythme d’activité et
accumulation des chaines légéres de myosine
d’un muscle rapide de poulet

Marie-France GARDAHAUT, A. KHASKIYE, T. ROUAUD, D. RENAUD,
G. LE DOUARIN

Groupe de Physiologie Cellulaire, Centre de Recherche de Biologie et Physico-Chimie Cellulaires,
Faculté des Sciences, 2, rue de la Houssiniére, 44072 Nantes Cedex 03, France.

Summary. /nnervation, activity rhythm and accumulation of myosin light chains of fast
muscle in chickens.

The fast posterior latissimus dorsi muscle (PLD) of the chick ceases to accumulate
slow myosin light chains (MLC) during neonatal development. On day 18 of embryonic
life slow MLC represented only 2 % of total MLC, and LC5F was first detected. In chick
embryo, spinal cord stimulation at a slow rhythm modifies PLD differentiation toward the
slow type : LC4F did not accumulate and slow MLC increased. In constrast, stimulation at
a fast rhythm accelerated LC;F accumulation. PLD denervation on day 2 after hatching
inhibited the synthesis of LC;F. Direct stimulation at a fast rhythm led to post-hatching
development into normal fast type while a slow rhythm influenced the development of
denervated PLD towards the slow type. In innervated PLD, the effect of stimulation at a
slow rhythm was less important than in denervated PLD. These results suggest that the
rhythm of the neural and/or contractile activity plays an important role in the MLC
expression during embryonic and post-natal development of the chicken fast muscle.

Introduction.

De nombreux faits expérimentaux tendent a prouver que la nature des
isoformes de myosine exprimées par le muscle est dépendante de |'innervation.
Chez le mammifére adulte, les expériences de réinnervation croisée et de
stimulation indirecte montrent que la synthése des chaines légéres de myosine
(MLC) de type lent ou rapide est dépendante de l'activité imposée par le
motoneurone (Sréter et al, 1974 ; Weeds et al., 1974 ; Gauthier et al., 1983 ; Pette
et al, 1976 ; Brown et a/, 1983). L'influence de la nature de l'innervation sur la
synthése des MLC est aussi mise en évidence par les expériences de réinnervation
croisée chez le poussin nouveau-né (Syrovy et Zelena, 1975). Les mécanismes
qui régulent I'expression des MLC au cours du développement embryonnaire
demeurent a élucider. Aux stades précoces du développement chez |I'oiseau elle
parait étre indépendante de I'innervation (Crow et Stockdale, 1986 ; Phillips et a/.,
1986). Ensuite l'activité motrice est nécessaire a la synthése des MLC lentes
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(Gauthier et al,, 1984 ; Crow et Stockdale, 1986). Dans des travaux antérieurs
nous avons montré qu’une stimulation médullaire chronique a rythme lent ralentit
la contraction du PLD, modifie la topologie synaptique, la typologie des fibres
musculaires et certaines activités enzymatiques (Renaud et al., 1978 ; Toutant et
al, 1980 ; Renaud et al., 1983 ; Fournier Le Ray et a/., 1986). Ceci nous a conduits
a étudier les répercussions de telles stimulations médullaires, a rythme lent ou
rapide, sur I'accumulation des MLC dans le muscle PLD de I'embryon.

De plus, dans le but d’appréhender, pour un muscle en cours de maturation,
la contribution de I'activité contractile dans I'expression des MLC, nous avons
étudié les effets d'une stimulation électrique directe, a rythme lent ou rapide, du
PLD de jeunes poussins, normalement innervés ou aprés dénervation.

Matériel et méthodes.

Stimulation médullaire chronique chez I'embryon. La stimulation a été faite
selon la méthode de Renaud et a/., (1978). Elle a été imposée du 10° au 16° jour
soit a fréquence lente (0,5 Hz, chocs isolés de 5 ms), soit a la fréquence rapide
(10 Hz, salve d'1 min toutes les 6 min).

Stimulation électrique chronique des muscles dénervés et innervés. — La
stimulation a été faite selon la méthode de Khaskiye et a/. (1986), araisonde 12 h
par jour et jusqu’au 14° jour aprés I'éclosion. Le PLD a été stimulé soit a fréquence
lente (5 Hz, salve de 1 600 ms toutes les 7 s), soit a fréquence rapide (40 Hz, salve
de 200 ms toutes les 7 s). Les deux types de stimulation fournissent le méme
nombre de stimuli (environ 50 000 par jour). Les muscles innervés ont été
stimulés a fréquence de 5 Hz selon la méme procédure.

Analyse électrophorétique des MLC. — Les MLC ont été séparées a partir
d’extraits de protéines myaofibrillaires enrichis en actomyosine (Gardahaut et a/.,
1985), par la technique d’électrophorése bidimensionnelle (O’Farrell, 1975).
L'analyse quantitative a été faite par densitométrie. Deux extraits myofibrillaires
sont étudiés pour chaque cas examiné. Chaque extrait est préparé a partir de
200 mg de tissu frais ( 200 muscles chez I'embryon de 12 jours, 10 a 20 muscles
chez le poussin de 14 jours). Les nombres (n) des histogrammes indiquent les
nombres de gels réalisés a partir de deux extraits de protéines myofibrillaires.

Résultats.

Au 12°jour de I'embryogenése le PLD accumule des MLC lentes (LC,S,
LC,S) et rapides (LC,F, LC,F). Les isoformes rapides prédominent (70 % du
total), mais LC4F n’est pas présente (fig. 1A). Ultérieurement, la synthése des
MLC lentes est réprimée, seule LC,S subsiste au 18° jour (fig. 1C) a taux faible
(2 %). Aprés I'éclosion, le PLD ne contient plus que des MLC rapides (fig. 1D, E).
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LC4F apparait au 18°jour du développement embryonnaire et sa proportion
s'accroit aprés I'éclosion tandis que la proportion de LC,F diminue (fig. 1E).

Effets d’une stimulation médullaire chronique chez I'embryon ; — La stimu-
lation a rythme lent (0,5 Hz) augmente la synthése des MLC (p < 0,001) lentes
dans le PLD de !'embryon (fig. 2A, B). Cette augmentation intéresse LC,S
(12,4 % versus «traces » chez le controle) et LC,S (13,3 % versus 2,2%). La
stimulation a rythme rapide (10 Hz) induit une synthése précoce de LC;F dans le
PLD (fig. 2C). LC,F, absente du muscle contrdle a 16 jours, est, aprés stimulation,
accumulée en proportion 3 fois plus élevée que dans le PLD d'un embryon
controle de 18 jours.

Effets d’une stimulation directe du muscle PLD dénervé et innervé de
poussin. — La dénervation réprime "accumulation de LC4F (5,8 % contre 19,7 %,
p < 0,001) (fig. 3A, B). Tandis que les muscles PLD contrble et dénervé sont
dépourvus de MLC lentes, elles sont synthétisées dans le PLD dénervé stimulé a
rythme lent (fig. 3C) et la synthése de LC4F est partiellement restaurée. Une
activité contractile a rythme rapide imposée au PLD dénervé ne provoque pas la
synthése de MLC lentes mais modifie les proportions relatives des MLC rapides
par comparaison au muscle normal ou dénervé (fig. 3A, B, D). Ainsi la synthése
de LC5F est augmentée et celle de LC,F réduite (p < 0,01). Une stimulation a
rythme lent du PLD innervé provoque une néosynthése d'isoformes lentes
(fig. 3E) qui est trés inférieure (traces) a celle du PLD dénervé stimulé au méme
rythme (fig. 3C). L'accumulation de LC5F est diminuée (p < 0,01) (fig. 3A, E)
comme dans le cas du PLD dénervé stimulé a rythme lent (fig. 3C).

Discussion.

La différenciation du PLD vers le type adulte rapide consiste en la répression
progressive de la synthése des MLC lentes et en "apparition en fin de période
embryonnaire de l'isoforme rapide LC5;F dont I'accumulation augmente apres
I'éclosion au détriment de celle de LC,F. Les effets de la stimulation médullaire
chronique chez I'embryon montrent que I'expression des MLC est influencée par
le rythme d’activité. En effet, une stimulation a rythme lent accroit la synthése des
MLC lentes dans le futur muscle rapide PLD, tandis qu'une stimulation a rythme
rapide accélére la synthése de LC4F et ainsi la différenciation du PLD de
I'embryon vers le type adulte. La stimulation médullaire chronique ne permet pas
de discriminer les effets du rythme de I'activité neuronale de ceux de l'activité
contractile. C'est pourquoi nous avons examiné la synthése des MLC dans le PLD
dénervé de jeune poussin stimulé a rythme lent ou rapide. Un rythme rapide
permet une maturation du muscle vers le type rapide (augmentation de LC;F et
diminution de LC,F). Par contre, un rythme lent oriente la maturation vers le type
lent (néosynthése des MLC lentes). Appliquée au muscle innervé la stimulation
s’avére moins efficace pour induire la synthése de MLC lentes. Ceci résulte
vraisemblablement du fait qu’en présence du nerf |la stimulation surimpose ses
effets a ceux de l'activité spontanée qui n’est pas supprimée.
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FIG. 1. — Gels d’électrophorése de deuxieme dimension des chaines légéres de myosine extraites du
muscle PLD. (A) embryon de 12 jours; (B) embryon de 16 jours; (C) embryon de 18 jours;

(D) poussin de 2 jours; (E) poussin de 14 jours.
S,:LCS; S, LC,S; Fy: LCyF; Fyi LC,F; Fy: LC,F.
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FIG. 2. — Effets de stimulations médullaires chroniques a rythme lent ou rapide sur la composition des
chaines légéres de myosine du muscle PLD de I'embryon de poulet de 16 jours.

(A) embryon contrble; (B) stimulation & rythme lent (0,5 Hz) ; (C) stimulation & rythme rapide
(10 Hz).

A droite, histogrammes de la quantification des gels (valeurs moyennes + s.e.m.).
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FIG. 3. — Effets sur I'expression des chaines légéres de myosine de stimulations directes a rythme lent
ou rapide appliquées aux muscles PLD de poussin. Début de la stimulation au 2° jour, prélévement
des muscles & 14 jours.

(A) PLD contrdle; (B) PLD dénervé; (C) PLD dénervé-stimulé 5 Hz; (D) PLD dénervé-stimule
40 Hz; (E) PLD innervé-stimulé 5 Hz ;

A droite, histogrammes de la quantification des gels (valeurs moyennes + s.e.m.).



Activité, chaines Iégéres de myosine 779

Ces résultats montrent que la synthése des MLC dans le développement
embryonnaire et post-natal du muscle rapide d’oiseau est dépendante du rythme
de l'activité nerveuse et/ou contractile.

Un récent travail de Moss et a/. (1986) souligne I'existence d'une corrélation
entre |'activité contractile et le contenu en LC;F de fibres musculaires en culture.
Chez I'embryon la stimulation centrale a rythme rapide induit une synthése de
LC4F et chez le poussin le taux de LC3F du muscle dénervé stimulé est plus élevé
pour un rythme rapide que pour un lent. Ce taux baisse méme par stimulation a
rythme lent du PLD dénervé. Au total, il apparait que le taux de LC5F est influencé
par le niveau d’activité et par son rythme. Le fait que le muscle PLD, chez
I'embryon comme chez le jeune poulet, accumule LC3F en proportion d'autant
plus importante qu’il manifeste une activité contractile de type rapide suggeére
I"existence d'une relation possible entre la vitesse de contraction des fibres
musculaires et leur contenu en LC5F.

13° Réunion du groupe Développement |.N.R.A.,
Cap d’Agde, 25-27 mai 1987.
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