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Summary. Regulation of the expression of a and 13 tropomyosin genes in developing
chicken pectoralis muscle.

Accumulation of mRNAs coding for a and j3 skeletal tropomyosins was investigated
using specific probes and normalized to muscle creatine kinase (M-CK) mRNA by slot-blot
assays. In developing pectoralis muscle, the ratio of aTM messenger/M-CK remained
constant until hatching, at which time the messenger disappeared within a week. However,
in the leg, this ratio remained constant until 8 days after hatching, whereafter it decreased
progressively to reach 30 % in the adult. The aTM/M-CK ratios were almost the same in
the embryonic leg and pectoralis muscle. After hatching, there was a large increase in

pectoralis muscle ( x 3 at day + 4, x 0 at day + 21 ) whereas, the increase was less
pronounced and more progressive in the leg ( 3 3 at day 21 Run-on assays showed that
nuclei isolated from 1 5-day in ovo leg and pectoralis muscles had similar patterns of
muscle specific gene transcription whereas post-hatched pectoralis muscle nuclei were
shown to have a higher rate of a to j3 tropomyosin gene transcription. These data are in
accordance with the results obtained for protein analysis of leg and pectoralis muscles and
support the notion that changes in the protein pattern of developing muscle can be relevant
to coordinate regulation of gene transcription.

Introduction.

Les protéines contractiles identifiées dans la totalité de la masse du muscle
pectoral embryonnaire sont les isoformes a et fi rapides de la tropomyosine (Roy
et al., 1979 ; Matsuda et a/., 1983) et une faible quantité de tropomyosine lente
(Matsuda et al., 1983), les isoformes LC1 et LC2 rapides (les formes lentes sont
très minoritaires) des chaînes légères de la myosine (Hoh, 1979 ; Obinata et al.,
1980b ; Matsuda et al., 1983), une isoforme embryonnaire de la chaîne lourde de
la myosine rapide (Bandman et a/., 1982) et les deux classes de troponines T
« Leg » et « Breast » (Obinata et al., 1980a ; Matsuda et al., 1981 ).

Deux transitions interviennent pendant le développement : d’abord la ségré-
gation des isoformes lentes des protéines contractiles, dès le 168 jour in ovo, vers



la partie antérieure du muscle pour former la zone rouge. Puis, après l’éclosion,
intervient la disparition en une à deux semaines de l’isoforme !3de la tropomyosine
et des troponines de type « Leg » (Matsuda et al., 1980a), l’apparition de LC3
(Hoh, 1979) ainsi que le remplacement de la forme embryonnaire de la chaîne
lourde de la myosine par une forme néonatale (Bandman et al., 1982). De ces
quatre événements qui sont synchrones, seul les trois premiers semblent
coordonnés et étroitement associés à l’innervation : en effet, la dénervation du
muscle pectoral de poussin nouveau-né n’interfère pas avec la séquence des
transitions de la chaîne lourde de la myosine alors qu’elle entraîne le maintien d’un
phénotype embryonnaire (Matsuda et al., 1984) pour les tropomyosines, les

troponines T et les chaînes légères rapides de la myosine. La possibilité d’analyser
les mécanismes moléculaires mis en jeu par l’innervation, l’existence possible
d’une coordination dans l’expression de plusieurs protéines contractiles au cours
du développement font du muscle pectoral un modèle particulièrement intéres-
sant. L’isoforme R de la tropomyosine est un bon marqueur pour analyser ce
système et le clonage des gènes a et fi (Libri et al., 1988 ; Fiszman et al., 1986)
réalisé au laboratoire a apporté les sondes indispensables à l’analyse des différents
niveaux de contrôle possibles : transcription du gène, maturation, stabilité et

traductibilité des messagers.

Matériel et méthodes.

Les ARNs du muscle pectoral et des muscles de la patte ont été préparés à
partir de tissus prélevés à différentes étapes du développement (Chirgwin et al.,
1979). L’électrophorèse des ARN est effectuée dans un gel d’agarose 1 %
contenant de la formaldéhyde 1 M (Maniatis et al., 1982). Après transfert sur
nitrocellulose, les filtres sont hybridés avec des sondes radio-actives marquées
par déplacement de coupure et exposés après rinçages. L’expression des

messagers spécifiques des tropomyosines x et /3 de muscle squelettique est
quantifiée en slot-blot (Hardeman et al., 1986). Les résultats obtenus avec des
sondes de radioactivités spécifiques comparables sont exprimés par rapport à la
créatine kinase musculaire et ramenés à une même longueur de séquence.

Les noyaux sont préparés (Mellon et Bhorjee, 1982) après dilacération des
tissus à + 4°, et purifiés (Schibler et al., 1983). Les expériences de run-on sont
faites (Bentley et Groudine, 1986) avec des noyaux vérifiés en fluorescence
(coloration au BET) et en microscopie électronique après le traitement à la RNase.
Les ARN radiomarqués transcrits in vitro sont hybridés avec des plasmides
recombinants correspondant à différentes protéines du programme myogénique.

Résultats. Discussion.

Les messagers accumulés au cours du développement du muscle pectoral et
de la patte ont été analysés avec différentes sondes spécifiques des tropomyo-
sines (extrémités 3’ non-codantes des gènes (Libri et al., 1988 ; Fiszman et al.,



1986), ne révélant que les messagers a (1,4 Kb) et {3 (1,6 Kb) squelettiques
rapides) et avec des sondes correspondant à diverses protéines et enzymes du
programme myogénique, dont la spécificité a été vérifiée en Northern.

L’expression des deux messagers aTM et /3TM au cours du développement a
été évaluée par rapport à celle d’une sonde cADN (Rosenberg et al., 1985) de
l’isoforme musculaire de la créatine kinase (M-CK) seule présente dans le muscle
après différenciation (Lough et Bischoff, 1977). Dans le muscle pectoral, le

messager {3 est accumulé en plateau (fig. 1 a) et chute dès l’éclosion (noter la

différence entre les points 20 jours in ovo et 1 jour après l’éclosion) ; dans la patte,
un plateau est visible, jusqu’au 8ejour après l’éclosion, puis le signal du
messager {3 diminue (30 % de la valeur maximum chez l’adulte). Pendant la

période in ovo, le messager a est exprimé à des niveaux comparables dans la patte
et le pectoral (fig. 1 b), puis accumulé de façon différentielle après la naissance (à
21 jours x 3 dans la patte, x 8 dans le pectoral).

L’arrêt de l’accumulation du messager codant pour l’isoforme {3 de la

tropomyosine au cours du développement du mucle pectoral est donc à l’origine
de la disparition de cette protéine. Le décalage observé entre les deux phénomènes-
est dû à la durée de vie à la fois du messager et de la protéine. L’accumulation
concommitante du messager a pourrait être liée de façon coordonnée à la
variation du messager fi. En effet, dans le cas du pectoral, l’extinction totale du
messager {3 entraîne une augmentation très considérable du messager aalors que,
dans la patte où persiste l’isoforme {3 (Montarras et al., 1982), l’augmentation du
messager aest modérée. Plusieurs mécanismes peuvent être impliqués dans cette
régulation concertée : transcription des gènes, modification de l’épissage des
messagers comme rapporté pour les isoformes LC1 et LC3 (Nabeshima et al.,
1982), stabilité des messagers... Une éventuelle modification de maturation des
messagers a pu être écartée grâce à l’utilisation, en Northern blots, de sondes Pou
a, contenant des séquences communes aux messagers non musculaires et

squelettiques, qui n’ont révélé que ces derniers.
La transcription des gènes Pet aTM a alors été explorée grâce à l’analyse des

ARN en cours de transcription dans des noyaux isolés (run-on). Les résultats
obtenus à partir de noyaux de patte et de pectoral prélevés à 15 jours in ovo sont
équivalents et des signaux sont observés pour toutes les sondes musculaires,
indiquant la transcription de ces gènes ; un signal est également observé pour
l’isoforme {3de l’actine, témoignant une différenciation cependant encore incom-
plète. Les signaux obtenus à partir de noyaux de pectoral de poussin nouveau-né
montrent une augmentation faible de la transcription du gène aTM ainsi qu’une
faible diminution de la transcription du gène /3TM, visible tout le long du gène (il
n’y a donc pas d’arrêt précoce de la transcription comme rapporté pour d’autres
gènes (Bentley et Groudine, 1986).

L’ensemble de ces résultats suggère que les variations dans les quantités
d’ARN accumulés soient directement liées à un contrôle transcriptionnel exercé,
au cours du développement, par un ou plusieurs facteurs sur la transcription des
gènes a ou fi, en agissant au niveau des séquences régulatrices de chacun des
gènes. Une autre hypothèse serait l’existence d’un contrôle en trans exercé,
directement ou indirectement, par le produit d’un des gènes sur l’autre. Quoiqu’il





en soit, il reste à définir les mécanismes qui entraînent une extinction totale du
gène fi dans le pectoral, alors que ce même gène est coexprimé avec le gène a
dans la patte, le PLD, etc...

La possibilité d’une expression concertée des tropomyosines et de certaines
troponines T serait également à explorer, mais la complexité des cADN codant
pour les troponines T tant chez le poulet (Cooper et Ordahl, 1984) que chez la
caille (Hastings et al., 1985) ou le rat (Breitbart et al., 1985) n’a pas permis
d’obtenir de sondes spécifiques des différentes isoformes. Quant aux chaînes
légères de la myosine, elles sont produites par l’utilisation différentielle de deux
promoteurs au cours du développement et si les variations de l’expression de ces
deux isoformes coïncident dans le temps avec les modifications du phénotype des
tropomyosines, il est vraisemblable que les modes de régulation de ces systèmes
sont cependant différents.
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