
Ce dernier offre lÕavantage dÕ�tre quantitatif,
plus repr�sentatif de lÕensemble du muscle
quÕune coupe histologique, et de pouvoir �tre
appliqu� sur un grand nombre dÕ�chantillons.

Diff�rents anticorps sont commercialis�s,
cependant, jusquÕen 1995, aucun anticorps
sp�cifique des isoformes MHC IIa et IIb nÕ�tait
disponible dans le commerce pour aucune
esp�ce. Aussi, plusieurs �quipes INRA se sont
associ�es � la soci�t� Biocytex afin de produire
des anticorps monoclonaux sp�cifiques des iso-
formes de myosine IIa et IIb chez le bovin, le
porc, le poisson, le poulet, la dinde et le cheval,
dans le cadre dÕun projet nomm� Ç No� È. La
d�marche suivie ainsi que les r�sultats obte-
nus sont d�crits dans ce dossier. De plus, les
applications possibles sont d�taill�es pour cha-
cune des esp�ces concern�es.
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Figure 1. Schéma d’une molécule de myosine.

Tableau 1. Caractéristiques contractiles et métaboliques des trois principaux
types de fibres musculaires.

Type de fibres Lentes = I
Rapides

IIA IIB

Cha�ne lourde de myosine I IIa IIb
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COOH
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N
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TêteQueue
(2 hélices α enroulées)

Production des anticorps monoclonaux sp�cifiques 
des cha�nes lourdes de myosine

Le principe de production des anticorps
monoclonaux consiste � extraire la myosine
des muscles dÕanimaux des diff�rentes
esp�ces, � la purifier et � lÕinjecter � des sou-
ris (immunisation) cens�es fabriquer des anti-
corps contre la myosine. LorsquÕune bonne
r�ponse en anticorps est obtenue, les lympho-
cytes spl�niques (cellules de la rate qui pro-
duisent des anticorps) sont fusionn�s avec des
cellules dÕune lign�e de my�lome (immor-
telles) gr�ce � lÕaddition de poly�thyl�ne gly-
col qui induit la fusion membranaire. Les
lymphocytes ayant fusionn� avec les cellules
de my�lome sont rep�r�s en culture sur un
milieu s�lectif et sont appel�s hybridomes.
Chaque hybridome est test� pour la produc-
tion dÕanticorps anti-myosine. Si la r�ponse
est positive, la culture est clon�e, cÕest-�-dire
r�partie dans des plaques multipuits de telle
sorte quÕil nÕy ait quÕune cellule par puits,

celle-ci �tant � la fois immortelle et produc-
trice dÕanticorps (monoclonal) (figure 1).

Protocole exp�rimental

Extraction de myosine purifi�e
Pour chaque esp�ce, lÕextraction de myosine

a �t� effectu�e � partir dÕun �chantillon de 1 g
de muscle, congel� et conserv� � Ð 80 oC.
Toutes les �tapes de lÕextraction ont �t� r�ali-
s�es � + 4 oC afin dÕinhiber lÕaction des pro-
t�ases.

Pour �viter des variations dues aux diff�-
rentes techniques de purification utilisables,
toutes les extractions de myosine purifi�e ont
�t� r�alis�es par la m�me personne du labora-



toire Croissance et M�tabolismes des Herbi-
vores de lÕINRA. Au d�part, deux techniques
ont �t� test�es, une technique utilisant un
tampon Guba-Straub classique (Pearson et
Young 1989) et une technique d�crite par
Martone et al (1986). Bien que diff�rentes
dans la composition de leurs tampons dÕextra-
ction, ces deux techniques sont bas�es sur le
m�me principe, qui repose sur les propri�t�s
chimiques de la myosine, � savoir que celle-ci
est soluble � haute force ionique (> 0,23), inso-
luble � faible force ionique et poss�de la pro-
pri�t� dÕhydrolyser lÕATP.

LÕ�chantillon est tout dÕabord broy� et
homog�n�is� dans un tampon de faible force
ionique pour extraire les prot�ines. Apr�s
centrifugation, le culot contenant la fraction
prot�ique myofibrillaire est repris dans un
tampon de haute force ionique afin de solubi-
liser la myosine. De lÕATP est ajout� pour dis-
socier les complexes actine-myosine et donc
lib�rer la myosine. Apr�s une nouvelle cen-

trifugation, permettant entre autres dÕ�limi-
ner lÕactine dans le culot, celle-ci nÕ�tant pas
soluble � haute force ionique, le surnageant
contenant la myosine est r�cup�r�. La myo-
sine est ensuite pr�cipit�e par addition
dÕEDTA pour la technique de Pearson et
Young (1989) ou de KHCO3 pour la technique
de Martone et al (1986), ces deux produits
permettant de diminuer ainsi la force
ionique. Cette �tape sÕest r�v�l�e la plus
importante dÕun point de vue quantitatif. En
effet, le rendement en myosine avec la pr�ci-
pitation au KHCO3 est bien sup�rieur � celui
obtenu avec la pr�cipitation � lÕEDTA. La
m�thode de Martone et al (1986) donnant un
meilleur rendement et de plus �tant plus
rapide a �t� retenue. Ces deux derni�res
�tapes, solubilisation de la myosine et pr�ci-
pitation avec KHCO3, sont r�alis�es une
deuxi�me fois afin de purifier et de concen-
trer la myosine. Le culot final, obtenu apr�s
centrifugation, est repris avec un tampon de
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Figure 1. Production des anticorps monoclonaux.

Antigène = extrait de myosine

AA
AA

Cellules de myélome
(immortelles)

Cellules spléniques
productrices d'anticorps

Polyéthylène glycol

 Fusion cellulaire 

Hybridomes : cellules productrices d'anticorps et immortelles

Dépistage des anticorps 

Ensemencement de
microplaques de culture

Culture sur milieu
de sélection

Rate



INRA Productions Animales, mars 1998

148 / C. JURIE, J. N�DELEC, B. PICARD

Sp�cificit� Hybridome
Isotype

Esp�cesImmunoglobulines (µg/ml))

anti-myosine totale S5 7E6 IgG1 κ (2,8) bovin, cheval, porc

anti-MHC I S4 9G11 IgM κ (64) cheval
S4 17F7 IgG1 κ (6,8) poulet
S5 7F10 IgG2b κ (140) dinde

anti-MHC II S5 15F4 IgG1 κ (8) bovin, cheval
S4 10G9 IgG1 κ (22) cheval
S5 14B3 IgG (56) et IgG2b κ (6,1) porc
S4 8E6 IgG1 κ (8) poisson

S5 16D12 IgM κ (92) poulet

anti-MHC II mosa�que S5 8F3 IgG2b κ (94) poulet
S5 8H2 IgG1 κ (22) dinde
S5 7D4 IgG1 κ (26) dinde
S5 11D6 IgG1 κ (3,6) dinde

anti-myosine (mosa�que) S4 10H9 IgG1 κ (31) poisson

anti-MHC I + IIb S5 8H2 IgG1 κ (22) bovin, cheval, porc

anti-MHC IIa + IIx S5 7D4 IgG1 κ (26) porc

anti-MHC IIb S4 10B6 IgG2b κ (0,064) bovin
S4 9H5 IgG1 (22) et IgM κ (12) poulet

Tableau 1. Caractéristiques des hybridomes retenus par l’ensemble des espèces.

solubilisation, additionn� de glyc�rol � raison
de 50 % et conserv� � Ð 20 oC.

Les extractions de myosine purifi�e en vue
de lÕimmunisation ont �t� r�alis�es sur des
�chantillons de muscles ne contenant que des
isoformes de cha�nes lourdes rapides (MHC
IIa, MHC IIb) :

- le muscle cutaneus trunci pour le bovin et
le cheval (bien que ce muscle ne soit pas
enti�rement rapide chez ce dernier) ;

- le semitendinosus pour le porc ;
- le posterior latissimus dorsi pour la dinde

et le poulet ;
- le muscle blanc de poisson.
De plus, des extractions de myosine purifi�e

ont �t� r�alis�es en vue du tri : le muscle mas-
seter (MHC I) pour le bovin, le pectoralis major
(MHC IIb) pour le poulet et la dinde, le dia-
phragma (MHC I, MHC IIa) pour le cheval.

Afin de v�rifier la puret� des myosines obte-
nues, une �lectrophor�se en gel de polyacryla-
mide � 12 % en pr�sence de d�tergent SDS
(Laemmli 1970) a �t� r�alis�e pour chacune
des esp�ces. Les r�sultats obtenus ont montr�
que lÕextraction faite contenait des traces
dÕautres prot�ines myofibrillaires (troponine
et/ou tropomyosine).

Immunisation
Six souris (S1 � S6) de la souche BALB/C

femelles �g�es de six semaines ont �t� immu-
nis�es chacune par 4 injections dÕextraits de
myosine sur une p�riode de 79 jours. Les
immunisations ont �t� r�alis�es de la fa�on
suivante : S1 et S2 ont re�u un m�lange des
extraits de myosine de bovin et de cheval ; S3
et S4 ont re�u un m�lange des extraits de myo-
sine de poisson et de dinde ; S5 et S6 ont re�u

un m�lange des extraits de myosine de porc et
de poulet. Lors des trois premi�res injections
(� J0, J21 et J42) chaque souris a �t� immuni-
s�e avec deux fois 20 µg de myosine des deux
esp�ces diff�rentes. La premi�re injection (J0)
a �t� r�alis�e en pr�sence dÕadjuvant complet
de Freund et les deux injections suivantes
(J21 et J42) en pr�sence dÕadjuvant incomplet
de Freund (lÕadjuvant de Freund est une �mul-
sion dÕantig�ne dans lÕhuile capable dÕaugmen-
ter non sp�cifiquement la r�ponse immuni-
taire � un antig�ne ; il contient aussi des
mycobacterium tuberculosis tu�es, lÕadjuvant
incomplet nÕen contient pas). La derni�re
injection (J79) a �t� r�alis�e en intraveineux
avec deux fois 10 µg de myosine en PBS st�rile
trois jours avant la fusion cellulaire.

Le choix dÕimmuniser les souris avec deux
types de myosine a �t� dict� par des imp�ra-
tifs dÕorganisation du travail. Ce choix nÕest
pas g�nant car le syst�me immunitaire des
mammif�res est habitu� � r�pondre � des sti-
mulations vari�es et simultan�es. La s�lection
des anticorps sp�cifiques de chaque myosine
est r�alis�e par la suite : les anticorps sont
test�s s�par�ment sur chaque myosine ayant
servi � lÕimmunisation. Il est cependant clair
que les diff�rentes myosines ont un fort
niveau dÕhomologie dans leur s�quence, aussi,
certains anticorps monoclonaux produits
pourront reconna�tre des s�quences com-
munes � toutes les myosines.

Testage des s�rums polyclonaux
Des pr�l�vements sanguins ont �t� r�alis�s

sur les souris apr�s immunisation � J37 et
J57. Les s�rums contenant les anticorps ont
�t� test�s en ELISA (dosage quantitatif
immunoenzymatique) sur les diff�rents ex-



traits de myosine par la soci�t� Biocytex. Ils
ont �galement �t� test�s en immunohistochi-
mie sur des coupes de muscles de chaque
esp�ce par le laboratoire Croissance et M�ta-
bolismes des Herbivores (INRA).

Les r�sultats dÕELISA et dÕimmunohistochi-
mie montrent que les souris S3, S4, S5, S6 ont
d�velopp� une r�ponse forte contre les myo-
sines. Quelle que soit lÕesp�ce, leurs s�rums
contiennent des anticorps capables de recon-
na�tre diff�rents types de MHC. Au vu de lÕin-
tensit� de la r�ponse, seuls les lymphocytes
des souris S4 et S5 ont �t� retenus pour r�ali-
ser une fusion.

Par contre, les souris S1 et S2, immunis�es
avec les myosines de cheval et de bovin, ont
beaucoup moins bien r�pondu. Les s�rums
obtenus nÕont pas permis de distinguer les
myosines, ceci dans toutes les esp�ces, m�me
chez le bovin et le cheval. Ces s�rums ne
contiennent donc pas dÕanticorps capables de
reconna�tre les MHC. Il a donc �t� d�cid� de
poursuivre lÕimmunisation des souris S1 et S2
afin dÕaugmenter leur r�ponse � lÕantig�ne.
Par la suite, les lymphocytes de la souris S2
ont �t� fusionn�s, mais sans succ�s.

Fusion

Les fusions cellulaires ont �t� r�alis�es
selon le protocole modifi� de K�hler et Mil-
stein (1975). Les hybridomes ont �t� pr�par�s
par fusion entre les spl�nocytes dÕune souris
immunis�e (S4 et S5) et les cellules de my�-
lome X63 Ag8/653 ou celles du my�lome
SP2/0-Agl4. Les deux types de cellules ont �t�
m�lang�s selon un rapport 5:1 en pr�sence
dÕune solution � 40 % de poly�thyl�ne glycol
de poids mol�culaire 1500 selon le protocole
d�crit � la figure 1. Les hybridomes (cellules
productrices dÕanticorps et immortelles) ont
�t� ensuite ensemenc�s dans des micro-
plaques de culture.

Testage des surnageants 
des hybridomes

Le surnageant des puits contenant une
seule cellule (clone) visible au microscope a
�t� test� pour la production dÕanticorps sp�ci-
fiques de la myosine par dosage ELISA r�a-
lis� par la soci�t� Biocytex. De plus, chaque
�quipe INRA a test� environ 50 hybridomes,
les m�mes pour les 6 esp�ces, issus de la
fusion S4 (poisson + dinde) ou S5 (poulet +
porc), en ELISA (Picard et al 1994) pour
lÕ�quipe cheval ou en immunohistologie 

pour les �quipes bovin, dinde, poisson, porc,
poulet.

R�sultats
Les hybridomes test�s se r�partissent selon

4 groupes :
- des hybridomes qui ne reconnaissent

aucune myosine ;
- des hybridomes qui reconnaissent � la fois

les myosines rapides et les myosines lentes ;
- des hybridomes qui ne reconnaissent que

les myosines rapides, sans distinction entre
les fibres de type IIA et les fibres de type IIB ;

- quelques hybridomes (2 � 3) par
esp�ce qui diff�rencient 2 populations de
fibres rapides.

Chaque �quipe a s�lectionn� 4 hybridomes
parmi les plus int�ressants. Ils ont �t� � 
nouveau test�s en immmunohistologie sur
plusieurs muscles pr�sentant des caract�ris-
tiques contractiles diff�rentes, mais �gale-
ment en ELISA, en Western Blot ou en cul-
tures de cellules, selon les esp�ces. En
d�finive, seuls les hybridomes dont les carac-
t�ristiques sont d�crites dans le tableau 1 ont
�t� retenus. LÕutilisation possible des anti-
corps monoclonaux produits par ces hybri-
domes est d�taill�e dans les articles ci-apr�s
pour chacune des esp�ces concern�es.
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