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RÉSUMÉ

Le développement biochimique du muscle de foetus bovin est envisagé, dans ce travail, sous
l’aspect de la différenciation enzymatique.

Les enzymes étudiés montrent deux types de comportement diamétralement différents :
a) Parallèlement à la teneur en DNA, l’activité combinée de la G6PD et de la 6PGD reste

élevée pendant la plus grande partie de la vie foetale. Durant les 2 ou 3 derniers mois de la gesta-
tion, la concentration en DNA et l’activité de ces deux enzymes diminuent fortement.

b) L’activité des autres enzymes (LDH, GOT, Aldo, GAPDH, CPK) est faible chez le jeune
foetus. Les deux derniers mois sont caractérisés par une forte synthèse de ces enzymes donnant
au muscle son équipement enzymatique caractéristique.

INTRODUCTION

Les notions histologiques d’hyperplasie, d’hypertrophie employées pour décrire
les changements intervenant dans la taille d’un organe ou d’un tissu peuvent être
traduites, du point de vue biochimique, en termes de concentration en DNA, prise
comme mesure indirecte du nombre de noyaux (BOIVIN et al., 1948, DURAND et al.,
1966, i96! a, b, CHEEK, 1968).

L’utilisation de ce paramètre permet une approche objective des changements
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de taille (rapport poids frais/DNA) et de composition cellulaire moyenne (rapports
protéines totales/DNA ou protéine spécifique/DNA).

La mise en place d’un système enzymatique complexe et spécifique est, d’autre
part, la marque de l’état de différenciation d’un tissu.

Au niveau du muscle, cette différenciation a surtout été étudiée chez le poulet
(revue par HAUSCHKA, 1968) mais d’autres espèces, le Singe, le Rat, le Lapin, le Porc
ont également été l’objet de travaux couvrant une période relativement longue du
développement foetal ou post-natal (BoCEK et al., 1969 ; H!NDRICK-JoN!s et PERRY,
Ig67 ; WARHMANN et lll., Ig7I ; VAN DEN HENDE et Cll., Ig68 ; CooP!R et al., Ig7I).

Au niveau histochimique, la différenciation musculaire enzymatique s’exprime
par l’apparition, à des moments déterminés de l’ontogenèse, différents selon les

espèces, de fibres musculaires de type métabolique distinct (DuBowiTz, Ig7o ;
COOPER et al., Ig7o ; CASS!NS et al., 1968 ; AHSMORE et al., Ig!2). Seules ou associées
à l’électrophorèse (MARKERT et URSPRUNG, Ig62 ; VAN DEN HENDE et CCI., 1970;
SCHAPIRA, 1970; BACOU, 1972), les méthodes biochimiques décrivent les change-
ments de nature quantitative ou qualitative (isozymes différents) d’un ou de plu-
sieurs enzymes caractéristiques. En particulier pour le foetus bovin, le développement
du muscle repose sur deux phénomènes successifs :

i- dans un muscle croissant en poids, la concentration en DNA reste élevée
jusqu’au sixième-septième mois de la gestation. La multiplication de cellules rend
compte à elle seule de cet accroissement de poids ;

2! à partir du sixième-septième mois, un second phénomène s’ajoute au premier :
celui de l’augmentation de la taille cellulaire. Dès ce moment aussi, le rapport
RNA/DNA s’élève et l’augmentation de la quantité d’azote par DNA implique une
importante synthèse protéique (ANSAY Ig73).

Ces deux phases sont-elles également exprimées au niveau de l’activité enzy-
matique? Tel est le but de ce travail.

Le muscle de l’adulte est caractérisé par une activité de plus en plus impor-
tante de la fonction glycolytique dont le siège est essentiellement cytoplasmique.
L’aldolase (Fructose-i,6-diphosphate aldolase ; EC 4.1.2.13 ; Aldo) et la phospho-
glyceraldéhyde déshydrogénase (EC 1.2.1.12 ; GAPDH) en sont les représentants.
De plus, la GAPDH représente un des enzymes du groupe à proportion constante
de PETTE et al., (1962) ou groupe des « Phospho-triose-glycérate » (Triose phosphate
isomérase, phosphoglycéraldéhyde déshydrogénase, phosphoglycéromutase, phospho-
glycérokinase, enolase).

Le rapport I,DH/MDH (Lactate déshydrogénase ; EC 1.1.1.27) (Malate déshy-
drogénase ; EC 1.1.1.37) est une indication de l’importance relative des processus
anaérobies (LDH) comparés aux processus aérobies (MDH).

L’activité combinée de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G-6-CPD ;
EC 1.1.1.49) et de la 6-phosphogluconate déshydrogénase (6-PGD ; EC 1.1.1.44) repré-
sente le cycle des pentoses (Gr,ocK et Me LEAN, I953). Peu important du point de vue
métabolisme énergétique du muscle (I à 2 p. 100 du glucose oxydé ; GREEN et LAN-
DAU, 1965), ce cycle est cependant essentiel en raison notamment de son rôle dans
l’apport de pentoses, matériaux de synthèse des acides nucléiques (BRAND et DECK-

NER, Ig70).
La Glutamate oxaloacétique transaminase totale (GOT ; EC 2.6.1.1) est étudiée

pour l’interconnexion qu’elle établit entre le métabolisme protéique et le cycle de



Krebs. Enfin la créatine kinase (CPK; EC 2.7.3.2.), intimement associée à l’apport
d’énergie nécessaire à la contraction, est un enzyme typique et pour cela très étu-
dié, du tissu musculaire.

MATÉRIEL ET TECHNIQUES EXPÉRIMENTALES

A. - Les foetus

Les foetus d’abattoir ont été répertoriés et échantillonnés selon la méthode précédemment
décrite (ANSAY IC)’!3). Les foetus présentant le caractère culard ont été éliminés.

Le tableau i donne quelques renseignements relatifs à ces foetus. En particulier, l’âge approxi-
matif correspondant à certaines périodes critiques du développement a été estimé en se basant
sur les données de BLIN et FOURNIER (1963), HussEttT et al. (1972) et d’un comité américain
(Committee on bovine reproductive nomenclature, 1972).

Les analyses portent sur le muscle Biceps femoris ou muscle Long vaste. Les échantillons,
prélevés dans les deux heures qui suivent la mort de la vache, sont conservés dans l’azote liquide.

B. - Homogénéisation

Le muscle (:1:: 2 g) est pesé dans un tube à centrifuger et additionné de 9 fois son poids de
tampon (phosphate 0,1 M, pH 7,2).

Il est homogénéisé à l’Ultra-Turrax une première fois à vitesse ménagée (30 s) puis après un
délai de deux minutes, une seconde fois (30 s) à vitesse maximum. Pendant toute la durée de
l’homogénéisation, le tube est refroidi dans un mélange de glace et d’alcool (- 15°C).

Le tampon utilisé présente deux propriétés intéressantes (PETTE, i968) :
W Fortement ionique, il libère la fraction d’aldolase ou de phosphoglycéraldéhydedéhydro-

génase liée à l’actine (AxrroLn et PETTE, 1968, 1970). Dans le tableau 2, divers tampons ont été
comparés sur la base de leur pouvoir d’extraction de cette « aldolase liée ». Le tampon saccharose
n’extrait que quelque 30-35 p. 100 de l’aldolase totale.

2° En conjonction avec l’Ultra-Turrax, il libère les enzymes à localisation partiellement
intramitochondriale tels que la GOT et la MDH (PETTE, 1968).

Les extraits sont centrifugés à 35 00o g, o-5°C pendant 20 minutes et puis éventuellement
dilués avec de l’eau bidistillée immédiatement avant le dosage.



C. - Mesure des activités enzymatiques

Le protocole expérimental mis au point s’inspire principalement des conditions de LAUDAHN
et HEYCK (1963), CARTIER et al., (1967).

L’activité enzymatique est mesurée à 300C, à 340 nm, à l’aide d’un spectrophotomètre Beck-
man DU équipé d’un enregistreur et d’un changeur automatique de cuvettes Gilford type 2000.
Seules, sont prises en considération les réactions à cinétique d’ordre o avec pente linéaire.
Les activités sont mesurées dans une gamme de variation allant de 5 à 6o milliunités de densité
optique par minute.

L’activité du cycle des pentoses a été déterminée à l’aide des deux substrats réunis suivant
la méthode de GLOCK et Mc LEAN (1953).

Lors de la détermination du blanc et en l’absence de tout substrat, les extraits de muscle
f&oelig;tal démontraient une activité appréciable. Cette activité disparaissait après une dialyse (24 à

48 heures) de l’extrait musculaire (tabl. 3). Ce phénomène n’a pas été retrouvé chez un animal
adulte étudié à titre de comparaison.



D. - Composition des mélanges réactionnels
(en concentrations finales)

Le volume final est de 3 ml (sauf pour la CPK : 3,5 ml) ; les coenzymes sont des produits
« Sigma », les enzymes d’appoint, des produits « Boehringer n.

I. Glucose-6-phosphate déshydvogénase + 6-phosphogluconate déshydrogénase (G6PD + 6PGD)

Triéthanolamine 5o mM EDTA 5 mM pH 7.6 ; G6P 1,3 mM ; 6PG 1.3 mM; NADP o,4g mM.

2. Créatine phosphokinase (CPK).

avec le test Boehringer TC.V no 15992 TCAE.

3. Lactate déshydrogénase (LDH).

TrislHCI 250 mM pH 9 ; Na lactate (DL) 80 mM ; NAD 5 mM.

4. Phosphoglycéraldéhyde déshydrogénase (GAPDH).

Triéthanolamine 50 mM EDTA 5 mM pH !,6 ; MgCl. 0,33 mM ; NADH2 0,25 mM ;
3. Phosphoglycérate 3,5 mM ; ATP 3,5 mM ; Phosphoglycérate Kinase 3 U/ml.

5. Aldolase (Aldo).

Triéthanolamine 50 mM EDTA 5 mM pH 7,6 ; NADHZ 0,25 mM ; Fructose 1,6 diphos-
phate 3,5 mM ; mélange phosphotriose isomérase/glycérol-phosphate déshydrogénase
13,3 fLgrjml.

6. Malate-déshydrogénase (MDH).

Tampon P04 pH 7,4 0, M; aspartate 36,6 mM ; a-cétoglutarate 1,67 mM; NADH2
0,25 mM ; glutamique oxaloacétique transaminase 3 U/ml.

7. Glutamique oxaloacétique transaminase (GOT).

Tampon P04 pH 7,4 0,1 mM; aspartate 125 M; NADH2 0,25 mM; a-cétoglutarate
6,7 mM ; mélange MDH/LDH du test Boehringer TCA II 15.955 TGAF Iz,S 5 ygrfml.

Les résultats sont exprimés en unités internationales (U) et calculés en fonction des 3 valeurs
de référence :

10 Le poids frais.
2° La teneur en DNA-P estimée selon la méthode générale de MUNRO et FLECK (1966) (ANSAY

et GILLET, I()73).
30 L’azote du liquide d’extraction (Phosphate 0,1 M pH 7,2). La minéralisation est effectuée

selon LANG (1958) et suivie de nesslérisation.

RÉSULTATS

i. Exprimée par milligramme d’azote soluble ou par gramme de poids frais, l’activité
combinée de la glucose-6-phosphate déshydrogénase et de la 6-phosphogluconate
déshydrogénase se maintient à un taux élevé et assez constant jusqu’à une longueur
de 35 à q.o cm.

La diminution subséquente amène rapidement cette activité à un taux très bas
(fig. i et 2).
2. La teneur en DNA-P passe par un maximum vers 4o cm et retrouve à 55 cm les
valeurs caractéristiques du très jeune âge (i5 cm) (fig. i).





Le parallélisme entre la teneur en DNA-P et l’activité G6PD + 6PGD est

remarquable à partir de 40 cm (fig. i).
Les valeurs se rapportant à l’activité combinée de la G6PD + 6PGD et expri-

mées par mg de DNA-P ne montrent, avec l’avancement en âge, qu’une diminution
très légère (fig. 2).
3. Les autres enzymes étudiés (CPK, Aldo, GAPDH, I,DH, MDH, GOT) montrent
un comportement d’ensemble très sembable mais très différent de celui de l’activité
G6PD + 6PGD et de la concentration en DNA-P (fig. 3, 4, 5, 6).

Leur évolution peut être étudiée à de multiples points de vue : en U par g de poids
frais (fig. 3 et 4) ; en U par mg d’azote soluble ; en U par mg de DNA-P (fig. 5 et 6).

Ces résultats peuvent encore être analysés en comparant le taux d’accroisse-
ment de la première période (15 à 55 cm) et de la deuxième période (55 cm à la

naissance) (tabl. 4).
Quel que soit le mode d’expression, l’aldolase mise à part, l’augmentation

d’activité est du même ordre de grandeur (3 à q fois, en moyenne) pendant la période
de 15 à 35 cm.

Pendant la dernière période (approximativement deux fois plus courte que la
précédente), l’élévation paraît modérée (3 à 4 fois) quand elle est exprimée par mg
d’azote soluble, sensiblement plus élevée (5 à 6 fois) lorsque la relation choisie est
le poids frais, beaucoup plus élevée (8 à 10 fois) lorsque la concentration en DNA-P,
en d’autres termes, la nucléarité, constituent les facteurs de référence (tabl. 4).



4. Parmi ces enzymes dont la synthèse présente au cours des deux périodes envi-
sagées un rythme très différent, certaines singularités se présentent (tabl. 4).

a) chez le très jeune foetus, le rapport I,DH/MDH est faible (! 0,5). Il augmente
avec l’âge et atteint, à la naissance, la valeur de z.

b) l’augmentation des enzymes à composante mitochondriale (MDH, GOT)
paraît moins élevée que celle des enzymes proprement cytoplasmiques (CPI,, Aldo,
GAPDH, hDH).

c) l’augmentation de l’aldolase paraît disproportionnée pendant la première
période envisagée (r5 à 55 cm). Peut-être est-ce dû à la présence d’un isozyme aux
caractéristiques différentes?

DISCUSSION

1. - Détermination, prolifération et différenciation cellulaires

On peut considérer avec BROwrr et DAVID (ig6g) qu’à un certain moment de
l’embryogenèse, une cellule devient « déterminée » c’est-à-dire commise à un certain
phénotype futur. Cette information se transmet aux cellules filles, de génération en



génération (mitoses prolifératives de HOLTZER et BISCHOFF, 1970). Une de ces cel-
lules peut recevoir un signal qui lui permet d’exprimer ses capacités prédéterminées.
Cette mitose conduisant à une cellule « differenciée » est désignée par HoI,TZ!R et
BISCHOFF (Ig7o), sous le nom de mitose quantale ou critique.

La fusion cellulaire aboutissant à la cellule plurinucléée (syncitium) qu’est le
muscle (FIRKZ;T 1958, STOCKDAI,E et HOLTZER, 1961) est une première manifestation
de la différenciation musculaire. En même temps, en culture de tissu on observe
une chute brusque de l’activité DNA polymérase (O’Nz;II,I, et STROHMAN, 1969, 1970,
STOCKDAI,E, 1970).

C’est également le début de la synthèse de protéines spécifiques et caractéris-
tiques (myosine, CPK) (STAINBÈRG et al., 1971, HAUSCHKA, 1968, COI,!MAN et COLE-
MAN, 1968, PATERSON et STROHMAN Ig72).

L’augmentation du DNA total dans les muscles au cours du développement
postnatal, démontré chez de nombreuses espèces (WINICK et NOBLE, I965 ; ENESCO
et I,EBI,OND, Ig62 ; DURAND et Cil., 1967 b ; Mac CONNACHIE et al., Ig6g ; HERRMANN
et al., 1957) paraît être le fait de la division puis de l’incorporation à la fibre muscu-
laire de nombreux noyaux appartenant aux cellules satellites (Moss et lr!BI,oND,
1970, 1971).

2. - Prolifération et différenciation cellulaire du muscle bovin

La concentration en DNA demeure élevée, au moins à son niveau de départ,
jusqu’à la taille de 50-60 cm (6e-!e mois). C’est la phase de prolifération cellulaire
au cours de laquelle les cellules se reproduisent égales à elles-mêmes.

L’activité combinée de la G6PD et de la 6PGD est élevée pendant cette période : i
sa diminution précède cependant celle du DNA. Ceci pourrait suggérer que la syn-
thèse de matériel ribosique est un facteur limitant de la synthèse du DNA et de la
division cellulaire.

La seconde phase, celle de la différenciation se traduit par un accroissement des
rapports RNA/DNA et azote/DNA. En même temps, signe d’un accroissement
du volume cellulaire, la concentration en DNA par g de tissu frais diminue (ANSAY,
Ig!3).

L’augmentation de l’activité enzymatique (CPK, LDH, Aldo, GAPDH, MDH,
GOT) notamment lorsqu’elle est rapportée au DNA est brusque et considérable au
cours des deux derniers mois de la vie foetale. Elle donne très rapidement à la cellule
musculaire son équipement caractéristique. Pendant cette période, le rapport
I,DH/MDH devient égal à I. L’activité des enzymes les plus caractéristiques de la
fonction anaérobie croît de façon plus rapide. C’est peut-être un premier signe d’un
début de spécialisation des fibres en fibres rouges et fibres blanches (OMMER Ig7I).

3. - Signification physiologique du moment de la différenciation

Dès la naissance, le Veau et le Poulet présentent un plein usage de la musculature
de leurs membres : par opposition, d’autres espèces (Lapin, Rat) naissent avec une
motricité très peu développée. Chez toutes ces espèces, le développement de la motri-
cité et la mise en place d’un équipement enzymatique complet sont étroitement liés
(KIàNDRICK-JONI;s et PERRY, 1967 a, b; WARHMANN et al., Ig7I). La vitesse de syn-



thèse de la CPK des muscles de la jambe est fortement accrue chez les jeunes lapins
dont l’activité a été artificiellement stimulée (K!NnRICI!-Jorr!s et P!ERRy,Ig67 b).

Chez le Veau, l’image histologique du muscle du veau de o jour est très proche
dans ses caractéristiques essentielles de celle de l’adulte (OMMER, Ig7I). De ce point
de vue, le contraste est grand entre la bête bovine et le Porc dont le muscle, à la
naissance, paraît peu différencié tant du point de vue histochimique (CASSENS et al.,
Ig68 ; COOPER et al., 1970) que biochimique (VAN DEN HENDE et al., Ig68 ; COOPER
et al., 1971).

Le Porc n’a réalisé à la naissance qu’une très petite partie de son poids adulte.
Traduite au niveau biochimique, cette constatation se traduit par une multiplication
des cellules musculaires beaucoup plus importante au cours de la vie postnatale chez
le Porc (DURAND et al., 1967 b) que chez la bête bovine.

4. - Activité du cycle des pentoses et DNA

La corrélation entre l’activité du cycle des pentoses et les changements survenant
dans la synthèse du DNA et la prolifération cellulaire a souvent été notée (BURT et

W!NG!R, I96I ; FARQUHAR et Gil., Ig68 ; TURN!R et MANCHESTER, Ig70).
L’activité du cycle des pentoses pourrait elle-même être sous contrôle hypophy-

saire (LOVE et al., 1969). Des variations de mobilité électrophorétique suggèrent
l’existence d’une forme foetale de la glucose-6-phosphate déshydrogénase musculaire
(LOVE et F!’,IS!NB!RG, Ig7I).

Étudiées pendant un intervalle de temps réduit et assez précoce (de la 13e à la
25e semaine) de la gestation humaine, la G6PD et la 6PGD humaines ne varient pas
de façon significative (Cr.AUS!N et HUSTRULID, 1969).

SUMMARY

BIOCHEMICAL. DEVELOPMENT OF BOVINE F&OElig;TUS MUSCLE

III. - ENZYMES AND DIFFERENCIATION

Biochemical development of the bovine foetus muscle is studied from the point of view of
enzymatic differentiation.

Enzymes studied show two types of completely different behavior :

a) Parallel to DNA rate, combined activity of G 6 PD and 6 PGD remains high during most
of foetal life. During the 2 or 3 last months of gestation, DNA concentration and the activity
of the two enzymes decreases ;

b) Activity of other enzymes (LDH, GOT, ALDO, GAPDH, CPK) is low in the young foetus.
The last two months are characterized by considerable synthesis of these enzymes giving to the
muscle its characteristic enzymatic equipment.
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