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« La théorie, c'est quand on sait tout et que nerfonctionne. La pratique, c'est quand tout
fonctionne et que personne ne sait pourquoi. milsnavons réuni théorie et pratique : Rien ne
fonctionne... et personne ne sait pourquoi ! »

— Albert Einstein —
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Avant-propos

Le tissu musculaire participe aux fonctions vitadesl’'organisme comme le mouvement et
la locomotion (muscle squelettique), les battementsceur et la circulation sanguine (muscle
cardiaque), la thermorégulation, la digestion eekpiration (muscle lisse). Parmi les trois types
de tissus musculaires, le muscle squelettiqueegsius abondant du corps. Par des mécanismes
moléculaires stricts et complexes, mettant en jematabolisme énergétique essentiel, il assure
des cycles de contraction et relachement pour gasms fonctions motrices. Aprés leur mise en
place au cours du développement embryonnaire at thetant la myogenese, la croissance des
fibres musculaires du muscle squelettique aprésilssance est dépendante d’une balance entre
synthese et dégradation protéique qui, elle-mémelémendante des activités physiques et du
régime alimentaire de l'individu. Néanmoins, dedadés peuvent apparaitre au cours de la
formation et de la croissance du muscle squele&ttigatrainant ainsi I'apparition de pathologies.
Une multitude de myopathies ont été répertoriédiesEpeuvent présenter un phénotype
atrophique, dystrophique ou hypertrophique. Ellespmur la plupart une origine génétique, bien
que la malnutrition, la prise de glucocorticoidésymobilisation, le cancer et le vieillissement
soient également liés a I'apparition de myopathiestecherche fondamentale dans ce domaine
est indispensable pour trouver des traitementsd&igoigner ou du moins rendre plus facile la
vie des patients atteint de ces pathologies.

Le muscle squelettigue n'est pas nécessaire a fi®mniquement en tant qu’organe
fonctionnel du corps, mais il est également néaesgmur son régime alimentaire. En effet,
depuis des siecles, les animaux de rentes comnamiesmux de races bovines sont sélectionnés
pour les qualités nutritionnelles et organoleptgjuie leur viande ainsi que leurs qualités
d’élevages. La sélection d’animaux produisant uaade de qualité, dans de bonnes proportions
avec un taux de persillage mesuré est réaliséeigldpa siécles par les éleveurs rien que par
I'observation de la conformation de I'animal enaehcompte de critéres morphologiques précis.
L’essor de la génétique et les études d’associatndre la présence d’'un allele d’'un géne chez
un animal et I'apparition d’'un caractere morphotpgi d’intérét sur ce méme animal ont permis
la mise en place doutils génétiques permettantséection d’animaux possédant les
caracteristiques d’intéréts, et cela, a des stpdasoces de leur développement. Bien que ces

tests génétiques précoces soient couteux, ils pEmbaux éleveurs de faire des économies






considérables sur I'élevage de leurs animaux (éoande place, de nourriture, d’antibiotiques).
La recherche de l'origine génétique de l'apparitae caracteres d’intéréts est donc un enjeu
capital en agronomie pour la mise en place de tgétgtiques de sélections d’animaux

présentant les caracteres d'intéréts.

En 1997, un gene majeur du développement muscuaiegge identifié, c’est le géne
myostatine Il s’agit d’'un gene dont le produit agit comme uwégulateur négatif du
développement musculaire et dans lequel des mosapertes de fonction ont été identifiées
comme étant impliquées dans l'apparition d’'un plygpe d’hypertrophie musculaire chez
I’'homme et d’autres espéces comme le chien, le omoett la vache. Chez le bovin, ce phénotype
est caractérisé par un meilleur rendement viandzasae et une plus faible proportion de masse
grasse. Néanmoins, il est aussi caractérisé parmdens bonnes qualités d’élevages
(augmentation de pathologies cardiaques et respiat augmentation des difficultés de vélage
et du taux de mortalité des veaux a la naissarig®. effets de ces mutations sont dose-
dépendants, les animaux homozygotes mutants peésenh phénotype plus fort que les
animaux hétérozygotes. La sélection d’animaux betgotes de phénotype intermédiaire, par la

mise en place de tests génétiques de sélectiodorstun atout a utiliser.

Des mutations causales ont déja été identifiees g@taines races bovines, c’est le cas de la
race Blanc Bleu Belge, de la Piémontaise et de Har@aise mais pas de la race Blonde
d’Aquitaine. L'identification de la mutation a lgyine de [lapparition du phénotype
hypermusclé en race Blonde d’Aquitainé™ace & viande francaise, et la mise en place d’un
test génétique de sélection participerait a unredsdintérét des éleveurs et des consommateurs

pour cette race et par la-méme a I'essor de cateea l'international.

Dans ce contexte, mon travail de thése dans 'UNIBL] Unité de Génétique Moléculaire
Animale, s'integre dans la compréhension globale déterminisme génétique des
caracteristiques musculaires chez le bovin en salifant sur la race Blonde d’Aquitaine. Au
c6té du Pr. Ahmad Oulmouden, mon projet a été aiéses une analyse fine du gemgostatine
dans le but de déterminer son implication potdetielans I'apparition du phénotype
d’hypertrophie musculaire en race Blonde d’Aquitaipar l'identification d’éventuelles

mutations effectives.






Au cours de ma thése nous avons pu identifier gatitation effective en race Blonde
d’Aquitaine et mon travail a été divisé en deuxtipar D’'une part, I'analyse de la séquence
codante du génenyostatineapres rétrotranscription des transcrits proverdiéthantillons
musculaires d’animaux hypermusclés de race Blondeguitaine ainsi que l'analyse des
séquences introniques de ce gene nous ont pernaigrdetériser cette mutation. Les études qui
ont suivies ont permis de comprendre une partiandganisme moléculaire associant cette
mutation a l'apparition du phénotype d’hypertrophneisculaire, et d’établir une corrélation
entre la présence de la mutation et I'apparitiorpdénotype d’hypertrophie musculaire en race
Blonde d’Aquitaine. D’autre part, I'analyse des s&aces régulatrices non codantes 5’ et 3'UTR
ainsi que l'analyse du taux de transcription duegagiostatineselon les animaux participent a la
compréhension des mécanismes moléculaires assaciés forte variabilité du phénotype

d’hypertrophie musculaire observée en race Blondqudtaine.

Ces résultats vous seront présentés et discutésuasi de ce manuscrit, sous la forme d’'une
publication pour la premiére partie et sous la e résultats complémentaires pour la seconde
partie. Mais avant de traiter les résultats, laissei-vous faire un état des lieux des
connaissances concernant i) le muscle squelettsgumise en place au cours du développement,
les pathologies associés et I'étude morphologiqugéaétique du phénotype d’hypertrophie
musculaire bovin, ii) l'identification du gémmayostatineet de ses fonctions et iii) les intéréts

agro-alimentaires de la race hypermusclée Blondguitaine.
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Introduction Bibliographique

I. Ledéveloppement musculaire

1. Le muscle

a) Les différents types de muscle

Les cellules musculaires sont le moteur du corps dertébrés. Par des contractions
(volontaires ou involontaires selon le type celhalp le tissu musculaire participe aux fonctions
vitales de I'organisme comme le mouvement et lanaation, les battements du coeur et la
circulation sanguine, la thermorégulation, la digeset la respiration. Chez les vertébrés, il

existe trois types de tissus musculaires avecategibns spécialisées.

Le muscle lisse

Au cours de I'évolution, le muscle lisse a étéranpiere forme musculaire a se développer.
Il est retrouvé chez toutes les especes du regneakrChez les vertébrés, le muscle lisse est
présent dans les organes internes comme les vaxssaaguins, les tractus gastro-intestinaux et
respiratoires. Il joue aussi un role dans la catitva de I'iris oculaire lorsque la lumiere est
intense et dans I'érection des poils lors de lantloeégulation. Enfin, il permet I'expulsion de

vésicules de certaines glandes comme les glantiesitss ou les glandes sudoripares.

Le tissu musculaire lisse est constitué de cellmlesonuclées longues en forme de fuseaux,
organisées en feuillets (Fig. 1A). C'est un syst@metractile involontaire, géré par le systeme
nerveux autonome. Dans certains tissus, les cellnke se contractent que lorsqu’elles sont
stimulées par un nerf. Lors d’'une stimulation neses toutes les cellules du feuillet se
contractent en méme temps. En revanche, dans @ ppdestinale, les cellules musculaires
peuvent s'autostimuler et générer elles-mémes degulsions électriques entrainant la
contraction musculaire. Dans ce cas, les nerfdeagla contraction musculaire plutét qu’ils ne

la déclenchent (Johnson et al., 2011).



Figure 1 : Les trois types de cellules musculaires.

Coupes longitudinales des trois types de tissus musculaires observées au microscope optique apres
coloration hématoxyline/éosine (a gauche) et avec pour chaque un dessin leur correspondant (a droite).
A, Les cellules musculaires lisses sont des cellules longues en forme de fuseaux, mononucléées, et
organisées en feuillet. B, Les cellules du muscle squelettique sont striées, plurinucléées et allongées de
fagon parallele. C, Les cellules cardiaques sont striées, mononucléées et forment une seule unité
fonctionnelle grace aux disques intercalaires. (Johnson et al., 2011).



Le muscle cardiaque

Le tissu musculaire cardiaque forme une pompe nhaiseuqui permet la propulsion du

sang a travers le systeme circulatoire.

Il est constitué de cellules striées, mononucléesntrconnectées par des jonctions
communicantes appelées les disques intercalaires {£). Ces jonctions communicantes
permettent aux cellules cardiaques de former uoke senité fonctionnelle, avec le passage de

petites substances et d’'ions d’'une cellule a l&autr

Comme pour le muscle lisse, le muscle cardiaqueregtartie sous le contréle du systeme
nerveux autonome. Méme si certaines cellules cguem spécialisées peuvent générer des
impulsions électriques, le rythme de ces impulsiesisen plus régulé par le systeme nerveux
autonome. Ces impulsions se distribuent ensuitavérs les jonctions communicantes de cellule

a cellule, déclenchant la contraction de toutesédlsles du myocarde (Johnson et al., 2011).

Le muscle squelettique

Le muscle squelettique donne au corps des verté&aréapacité de mouvement. Il permet
aussi la locution, la locomotion et le maintienldeganisme. Les muscles squelettiques sont
généralement attachés aux os par des tendons,iqeeguet & la contraction musculaire le

mouvement du membre associé au muscle en contractio

Le tissu musculaire squelettique est composé delelistriees, plurinucléées, tres longues
et nombreuses, associées de facon parallele, tdesoiibres musculaires (Fig. 1B). La cellule
musculaire est aussi appelée fibre musculaireg@art & ses propriétés spécifiques. Les fibres
musculaires sont soumises a un contrdle volonpairde systeme nerveux somatique. Il contrdle
la puissance de contraction des muscles squelestign contrélant la puissance de stimulation
des neurones moteurs sur ces fibres. Aprés stiimojdes fibores musculaires se contractent
grace a un mécanisme de contraction/relachemeotiass des structures appelées myofibrilles

qui contiennent des faisceaux tres ordonnés deilaywnts d’'actine et de myosine.

La contraction du muscle squelettique débute arpdet mécanismes localisés a I'échelle
des myofilaments d’actine et de myosine, et sero@pe a I'échelle du muscle pour permettre
son mouvement. Ainsi, c’est tout un systéme stnetet organisé qui est impligué dans la

contraction du muscle squelettique (Johnson e2@1.1).
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Figure 2 : Anatomie du muscle squelettique et de la fibre musculaire.

A, Organisation du muscle en quatre niveaux majeurs : le muscle qui est constitué de faisceaux de fibres
assemblés entres eux par le périmysium, les faisceaux de fibres qui contiennent plusieurs fibres

musculaires (unités cellulaires du muscle) assemblées entre-elles par I'endomysium, les fibres
musculaires qui contiennent plusieurs myofibrilles, et qui sont elles-mémes constituées de répétition de
structures appelées sarcomeres, les unités contractiles du muscle. B, Organisation interne d’une fibre
musculaire. Le sarcolemme est la membrane plasmique des cellules musculaires. Ses invaginations a
I'intérieur de la fibre sous forme de tubules transverses, permettent la propagation du signal de
dépolarisation membranaire suite a un influx nerveux, ce qui influe sur la citerne terminale et permet la
libération des ions Ca*" du réticulum sarcoplasmique et la contraction musculaire (Modifié de Johnson et
al., 2011).



b) Organisation du muscle squelettique des vertébrés

Les cellules du muscle squelettique font partieaiisiles les plus hautement organisées de
'organisme (Fig. 2A). Le muscle squelettique estazié au squelette par les tendons, tissus
conjonctifs constitués de fibres de collagénes.sDianprolongement des tendons, le muscle
squelettique est entouré d'autres tissus conjanclé fascia profond puis I'épimysium.
L’épimysium recouvre lui-méme un ensemble de 4 af&6ceaux de fibres musculaires
entourées par le périmysium. Chaque faisceau desfilmusculaires contient de 20 a 80 fibres
musculaires elles-mémes entourées par I'endomysiune fibre musculaire contient une
centaine de noyaux, est de forme cylindrique da 100um d’épaisseur et de plus de 100mm de
long. Enfin, chaque fibre musculaire contient urentaine de filaments cylindriques, les
myofibrilles, associées en paralléle entres eledgréticulum sarcoplasmique (sarcoplasme) et
entourée par le sarcolemme. Chaque myofibrillecesstituée d’une répétition de sarcomeres,
les unités contractiles du muscle, délimitées parstries Z, tout le long de la myofibrille (Fig.
2B). Enfin, chaque sarcomeére est constitué de éitaeminces d’actine et de filaments épais de
myosine disposés en quinconce (Fig. 2B). Les filasel'actine et de myosine sont présents
dans tous les types cellulaires eucaryotes mamusngrande quantité et de fagon plus organisée
dans les cellules musculaires. lls sont indispdasadla contraction musculaire (Johnson et al.,
2011, Karp, 2010).

c) Les sarcomeres, unités contractiles du muscle

Chaque sarcomére est délimité au sein de la mylidilpar des stries Z. Elles apparaissent
tres foncées au microscope électronique (Fig. 3B)tre chaque strie Z sont disposés
linéairement le long de la myofibrille les filamenfins d’actine et les filaments épais de
myosine, en quinconce. De I'extrémité des sarcosneees leur centre, plusieurs zones ont éte
définies (Fig. 3). Les bandes I, présentes a chagtrémité du sarcomere et faiblement colorées
en microscopie électronique, constituent la padtiesarcomeére majoritairement composée de
filaments fins d’actine. La bande A, plus coloréenstitue la partie du sarcomere composée a la
fois de filaments fins d’actine et de filaments iépde myosine. La zone H, faiblement colorée

au centre du sarcomere, est majoritairement caastitle filaments épais de myosine. Enfin, la

13



A Sarcomeére

[ 1
Bande | Bande A Bande |

! LigneM | Strie Z Filaments
-

finsd’actine
ZoneH Filaments
épais de myosine
B. ZoneH ZoneH
I8 e
Stri.e 2 Li qé M Str’ie Z Strie Z iLigne M Strie 2

TRGPE vt

1 . . I Il 1 :

; —t

5 Bandel BandeA Bandel D Bandel Bande A Bande |

; ) 1 D r il 1 [
¢ H . U f— b

5 \ - sl PR

ﬁ - [ 309 ﬁl % i |

B é

; E v . - g 5

i Desmine / . b N Titine \ |

; y, b P a-actinine . !

/ Filaments | | Filaments !

: Myomesine fins d’actine épais de myosinei

CONTRACTION RELACHEMENT

Figure 3 : Structure d’un sarcomere.

A, Représentation schématique d’un sarcomére. B, Observation au microscope électronique et
représentation schématique d’un sarcomeére en contraction (a gauche) et en relachement (a droite). Le
sarcomere est constitué d’un enchevétrement de filaments épais de myosine (rouge) et de filaments
fins d’actine (bleu) disposés en quinconce. Les stries Z, constituées de desmine et d’a-actinine, sont trés
foncées au microscope électronique et délimitent le sarcomere. La ligne M, également foncé au
microscope est au centre du sarcomere et est constitué de myomesine. La titine (jaune) est présente
d’une strie Z a une autre au sein du sarcomere. La bande A est constituée a la fois de filaments épais de
myosine et de filaments fins d’actine. Les bandes I, faiblement colorées, sont constituées de filaments
fins d’actine et de titine. La zone H, faiblement colorée, est constituée de filaments épais de myosine. Au
moment de la contraction musculaire, les filaments épais de myosine glissent le long des filaments fins
d’actine. La zone H et les bandes | se réduisent (Modifié de Johnson et al., 2011).



zone H est elle-méme constituée d’'une ligne M isdement colorée en microscopie électronique
(Fig. 3).

D’autres protéines impliquées dans la contractiarsgulaire sont présentes au sein des
sarcomeres (Fig. 3 ; Schiaffino and Reggiani, 20Pbur ne citer que les plus connues, sur les
filaments fins d’actine sont retrouvées associagésopomyosine et la troponine qui ont des roles
importants dans la contraction musculaire en paemetux filaments d’actine un changement
de conformation entre contraction et relachemergamlaire. Alignées le long des filaments fins
d’actine, on retrouve des molécules de nébulinecguirbleraient le nombre de monomeres
d’actine pouvant s’assembler en un filament mir2es molécules de titine, présentes des la
ligne M et tout le long des filaments épais de nmy@puis des filaments fins d’actine jusqu’a la
strie Z, permettent une association entre ces dgpes de filaments (Keller, 1995). Ces
molécules de titine sont élastiques et jouent U@ irportant lors de la contraction musculaire
en maintenant les filaments épais de myosine atreceln sarcomére. Enfin,oFactinine et la
desmine sont situées le long de la strie Z et lamesine le long de la bande M, de facon

perpendiculaire aux myofilaments.

d) Mécanismes de contraction musculaire

La contraction musculaire nécessite une communicatierveuse. Les fibres musculaires
sont reliées au systeme nerveux par des neuronesirs.oUn neurone moteur (ou motoneurone)
peut étre relié a plusieurs fibres musculaires ggrac ses différentes branches axonales,
'ensemble étant désigné comme une unité motrigeeés stimulation nerveuse, le neurone
moteur envoie un influx nerveux le long de ses tinas axonales jusqu’au point de contact entre
la synapse et la fibre musculaire, au niveau genetion musculaire, ce qui permet la libération
d’'un neuromédiateur, 'acétylcholine (ACh). L’AClenmet I'entrée dans la cellule d’'ions Nz
qui entraine une dépolarisation de la membranamitpge qui se propage a l'intérieur de la fibre
musculaire jusqu’au réticulum sarcoplasmique graog tubules transverses (Fig. 2B). En
réponse & ce signal, le réticulum sarcoplasmidegrdi des ions Gadans le cytoplasme. Au
repos, les molécules de troponine et de tropomgosimt dans une conformation telle qu’elles
bloguent la fixation des molécules d’actine a leosige. En présence d’'une quantité suffisante
de calcium, linteraction entre le calcium et laponine entraine un déplacement de la

tropomyosine, ce qui libére le site de liaison ehdrfilament d’actine et les molécules de
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Figure 4 : Schéma des mécanismes aérobies (rouge) et anaérobies (bleu) majoritairement
impliqués dans la production d’ATP.

L’assimilation du glucose dans la cellule permet la production d’ATP grace a la glycolyse et entraine la
formation de pyruvate. En anaérobie, le pyruvate sera transformé en lactate par la lactate
déshydrogénase, puis éliminé de la cellule ou réutilisé en aérobie. En aérobie, le pyruvate est
transformé en acétyl-coA par la pyruvate déshydrogénase pour servir de réactif au cycle de Krebs. Les
éléments produits au cours du cycle de Krebs seront utilisés pour le bon fonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale qui permet la production d’ATP. ATP : Adénosine triphosphate ; GLUT4 :
Glucose Transporter 4 ; G-6-P : Glucose-6-Phosphate ; MCT1 et MCT4 : Monocarboxilic Acid Transporter
1 & 4 (Modifié de Schiaffino and Reggiani, 2011).



myosine. Par I'hydrolyse de molécules d’ATP en APR+#es molécules de myosine, une fois
fixées au filament d'actine, glisse le long de d#mments, entrainant ainsi la contraction
musculaire (Huxley, 1969, 1985; Jiang and She&241Rayment et al., 1993). En microscopie
électronique, on observe un rapprochement desditégsrde myosine avec les filaments d’actine,
un rapprochement des bandes A et un rétrécissatasriiandes | et H (Fig. 3B ; Huxley, 1969;
Huxley and Hanson, 1954; Huxley and Niedergerke54)9 Enfin, lorsque la stimulation
nerveuse cesse, les ions calciques sont éliminégtdsol par les canaux EaATPase. Les ions
calciques liés a la troponine sont également geétéa troponine et la tropomyosine se remettent
dans une conformation telle que la myosine ne pkist se lier aux filaments d’actine (Johnson
et al., 2011; Karp, 2010).

e) Différents types de fibre

Les cellules musculaires doivent en permanence terainun certain stock d’ATP pour
subvenir aux besoins en ATP nécessaires a la ctinotramusculaire. Pour cela, plusieurs

mécanismes geénérant des molécules d’ATP existesgiauwles cellules musculaires (Fig. 4).

Les cellules musculaires possedent une réserveéddire phosphate. Cette protéine est
capable, avec une molécule d’ADP, de générer dER’At de la créatine et permet de préserver

un taux assez élevé d’ATP dans la cellule pendasetondes.

Ensuite, les cellules musculaires génerent, pghjeolyse, deux molécules d’ATP et deux
molécules de pyruvate par molécule de glucose mksae (Fig. 4). En aérobie, une molécule
de pyruvate est métabolisée en acétyl-coA parfavaye déeshydrogénase. Au cours du cycle de
Krebs, cet acétyl-coA va étre métabolisé afin deégér des molécules et des électrons
nécessaires au fonctionnement de la chaine resipgrgrésente au sein du réseau mitochondrial,
et ainsi générer des molécules d’ATP (Fig. 4). Exaéaobie, se produit le processus de
fermentation lactique ou le pyruvate est métabddiséactate par la lactate déshydrogénase (Fig.
4). Ce lactate peut ensuite soit étre éliminé pafole soit étre réutilisé pour reformer du
pyruvate. Ainsi, plusieurs types de fibres muscakbnt été décrits en fonction de leur capacité
lente ou rapide a produire de I'ATP mais aussi enction du métabolisme en aérobie ou

anaérobie utilisé.

Les fibres de type | sont dites a contraction l¢a@a 100ms) avec un métabolisme oxydatif.

Elles sont riches en mitochondries, en enzymesatikygs et sont entourées d’'un réseau

17






capillaire sanguin dense. Grace a ce réseau degilla myoglobine, de couleur rouge, permet

I'apport rapide de I'oxygéne aux fibres musculadegype |, aussi appelées fibres rouge.

Les fibres de type IIB sont dites a contractionidap(14 a 40ms) avec un métabolisme
glycolytique. Elles ont moins de capillaires samgyitres peu de mitochondries et ne produisent
que tres peu d’ATP en respiration aérobie. En relvanelles ont un stock plus important de
glycogéne et produisent majoritairement leur ATPamaérobiose. Méme si la glycolyse ne
permet de produire que 5% de I’ATP qui pourraie &btenu par les réactions oxydatives, c’est
un processus bien plus rapide que le cycle de Keelbs transport d’électron, ce qui explique

que ces fibres soient rapides. Ces fibres sont appslées les fibres blanches.

Les fibres a contraction lente permettent un egerendurant avec une meilleure résistance a
la fatigue tandis que les fibres a contraction dappermettent de répondre a un exercice

physique intense de courte durée.

Il existe aussi un type intermédiaire de fibres colmres, les fibres de type IlA. Elles sont
de contraction rapide. Riches en mitochondriegsalépondent au métabolisme oxydatif, mais
aussi au meétabolisme glycolytique. Ainsi, ellesnpettent une résistance intermédiaire a la
fatigue. Enfin, des fibres de types IIX et [ID agrgalement été identifiées. La fibre de type IIX
serait intermédiaire entre les fibres de type ItAlB, dans sa vitesse de contraction musculaire
et dans sa fatigabilité suite & la contraction ralze. En revanche, la provenance et le réle de
la fibre IID ne sont actuellement pas clairs (Sfflma and Reggiani, 2011; Schiaffino et al.,
1989).

La quantité de chacune de ces fibres varie selonulecle. Par exemple, un muscle du dos
impliqué dans la posture présente une proportios plevé de fibres a contraction lente. En
revanche, le muscle du bras qui permet de souktvancer des objets présente une proportion
plus élevée de fibres a contraction rapide. Le aap@’'un type de fibre a un autre dans un
muscle dépend du fond génétique de I'individu négiglement de la pratique sportive effectuée.
D’une part, selon I'espéce, un méme muscle pewgeptér une proportion différente des deux
types de fibres. Chez la souris et le rat par exenhp diaphragme présente une proportion plus
élevée de fibres a contraction rapide alors que ldseespéeces comrbes taurusle diaphragme
est majoritairement constitué de fibres a contoackente (Schiaffino et al., 1989). D’autre part,
la pratique sportive courte mais intense (spriatténophilie), peut entrainer une proportion plus
élevée de fibres a contraction rapide et une hyggarte musculaire, c'est-a-dire, une
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Figure 5 : Modele du clock and wavefront chez le poulet.

A, Expression cyclique d’hairyl dans le mésoderme présomitique selon I'axe caudorostral. B, Profil
d’expression d’hairyl par hybridation in situ dans un embryon de poulet aux stades 15, 16 et 17 somites.
C, Représentation schématique de la formation des somites en fonction de I'expression d’hairy1 (bleu)
selon I’axe caudorostral. Un cycle (90 min chez le poulet) est divisé en trois stades I, Il et lll de fagon
corrélée avec I'expression d’hairyl. D. Représentation schématique du modele clock and wavefront de
segmentation des somites. L'expression cyclique d’hairyl est indiquée en rouge. Les gradients
antagonistes d’expressions de FGF/Wnt selon I'axe caudorostral et de I'acide rétinoique selon I'axe
rostrocaudal, avec I'expression de Mesp2 (carré noir) positionnent le front de détermination (ligne
noire), le long du mésoderme présomitique. FGF: Fibroblast growth factor, Mesp2: Mesoderm posterior
protein 2 (Dequéant and Pourquié, 2008; 2008; Palmeirim et al., 1997).



augmentation de la taille des fibres musculairesdgksen et al., 2000; Johnson et al., 2011;
Karp, 2010; Schiaffino and Reggiani, 2011). Enfalon le type d’exercice, intense et puissant
Oou peu intense mais long, ce seront les motonesram@ervant les fibres rapides ou les

motoneurones innervant les fibres lentes qui seemmtités.

La formation de ces fibres s’effectue au cours évetbppement musculaire embryonnaire et

foetal, a partir d'un processus strict en plusi€étapes appelé la myogenese.

2. La myogenese

Au cours du développement, une programmation gguntiprécise détermine la

différenciation des cellules musculaires et |la fation des muscles.

Le mésoderme paraxial présomitique est a l'origlee somites, structures épithéliales qui
sont localisées a proximité et de part et d’autréutbe neural, le long de I'axe antéropostérieur
(ou rostrocaudal) du corps. lls sont formés sekrth€orie du €lock and wavefront qui
consiste en des alternances d’états permissifsoauanla génération des somites, comme un
mécanisme oscillatoire intrinséque au mésodermsoprigique (Cooke and Zeeman, 1976). Ce
mécanisme oscillatoire serait di a un gene cibfiecefur de notchhairyl (Palmeirim et al.,
1997), dont le produit (Fig. 5A et B) est exprimar pvagues peériodiques suivant l'axe
caudorostral (postéro-antérieur). Une a une lesitesrse forment (toutes les 90 min chez le
poulet et toutes les 2 h chez la souris) de pattaettre du tube neural (Fig. 5B et C), suivant un

front de détermination (Fig. D) qui se déplaceolegl de I'axe rostrocaudal (antéropostérieur).

Les mécanismes moléculaires qui contrélent ce geuseoscillatoire ainsi que I'expression
périodique dehairyl sont peu connus. Néanmoins, certaines protéingéigmées dans ce
mécanisme et ayant la capacité d’étre expriméesigagenent ont pu étre identifiees. La
glycosyltransférasé.unatic Fringe (Lfng) et les facteurs de transcription de la féendes
Enhancer of split(Hes Hesl et Hes?), sont aussi exprimés de facon périodique dans le
mésoderme présomitique. Ces protéines sont capdiblegoer la voie de signalisation de notch
et I'expression déairyl Le turnover rapide de ces protéines semble étogigine de cet effet
transitoire et périodique (Bessho and Kageyama3;2D@le et al., 2003). La position du front de
détermination serait régulée par deux gradientagamistes impliquant les protéines Wnt3a,
FGFS8 et I'acide rétinoique (Fig. 5D). Wnt3a et FGE&8primés selon un gradient caudorostral
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Délamination des cellules
Pax3+/Pax7+ et
formation du myotome

Migration des cellules Pax3+
vers les bourgeons des membres

Figure 6 : Schéma de la formation du sclérotome, dermomyotome et myotome.

A, L'expression de Shh et Noggin dans la partie ventrale du tube neural et par la notochorde permet la
différenciation du sclérotome. L’expression de Wntl et Wnt3a par la partie dorsale du tube neural
permet la différenciation du dermomyotome médian (lévres épaxiales). L’expression de Wnt4, Wnt6 et
Wnt7a permet la différenciation du dermomyotome latéral (Iévres hypaxiales). Les cellules Pax3/Pax7+
(vert et violet foncé) se délaminent du dermomyotome et migrent vers le sclérotome pour former le
myotome, et seront a I'origine de la formation des muscles du tronc. B, les cellules Pax3+ des levres
hypaxiales du dermomyotome (violet clair) migrent vers les bourgeons des membres et seront a
I'origine des muscles des membres, du diaphragme et de la langue. TN : Tube neural ; NC : Notochorde ;
S: Sclérotome ; DM : Dermomyotome médian; DM : Dermomyotome latéral; M : Myotome ; ES :
Ectoderme de surface ; Shh : Sonic hedgehog (modifié de Tajbakhsh and Sporle, 1998).



(postéro-antérieur), maintiennent les cellules damsétat indifférencié (Aulehla et al., 20083;
Dubrulle et al., 2001). De fagon antagoniste, Hacirétinoique, exprimé selon un gradient
rostrocaudal (antéropostérieur), limite I'extensido gradient Wnt/FGF le long de Il'axe
caudorostral (Diez del Corral et al., 2003; Moremal Kintner, 2004). Enfin, I'acide rétinoique
permettrait également I'activation de la transéoiptde Mesp2(Mesoderm posterior protein) 2
au niveau du front de détermination (Fig. 5D) adm spécifier la segmentation des somites
(Moreno and Kintner, 2004).

Ensuite, les somites se régionalisent ; la paeignale des somites se dissocie de la partie
dorsale afin de générer le sclérotome mésenchymatizuns la partie ventrale des somites, a
I'origine des os de la colonne vertébrale, du lzayti, des cdtes et des meéninges, et le
dermomyotome, dans la partie dorso-latérale, qtiaesorigine du derme et des muscles
squelettiques. Le sclérotome meésenchymateux séreliffie sous l'influence du facteur de
transcription Pax1Raired-box1) produit par les cellules ventrales des sonstass le contrble
des facteurs Shispnic hedgehgget Noggin produits par la notochorde et la paréatrale du
tube neural (Christ et al., 2004). Le dermomyotamélian se différencie sous linfluence des
facteurs Wntl et Wnt3a provenant de la partie dershu tube neural (Fig. 6A) et le
dermomyotome latéral se différencie sous l'influmdes facteurs Wnt4, Wnt6, Wnt7a provenant
de I'ectoderme de surface (Fig. 6A ; Scaal andsth2004). Ainsi, le dermomyotome lui-méme
se régionalise (Fig. 6) en un dermomyotome épdalhs sa partie médiane) et hypaxial (dans
sa partie latérale). Des cellules exprimant lesefas de transcriptions Pax3 et Pax7 vont subir
une délamination, c'est-a-dire qu’elles vont sact&r du dermomyotome et migrer pour former
le myotome qui est a l'origine des muscles du tr@fig. 6A ; Relaix et al., 2005). Par ailleurs,
des cellules exprimant Pax3 vont également subg délamination pour permettre leur
migration du dermomyotome hypaxial vers les boungetdes membres (Fig. 6B ; Tremblay et
al., 1998), qui sont a l'origine des muscles dembres, du diaphragme et de la langue. Pour se
détacher des somites, les cellules progénitricgsiragnt Pax3 et Lbx1L@adybird homeobox
protein homolog L (Uchiyama et al., 2000) et recoivent un signatidsu mesenchymateux des
bourgeons des membres qui expriment la protéineétsec HGF/SF Hepatocyte growth
factor/Scatter factor (Brand-Saberi et al., 1996a). Elles recoivent signal des cellules
mésenchymateuses par le récepteur de HGF/SF, apteéc a activité tyrosine kinase appelé
Met (Bladt et al., 1995), dont I'expression esttcolé par Pax3 (Epstein et al., 1996). De plus,

des protéines d’adhésion cellulaire, notamment-tadihérine ou la fibronectine, veillent a la
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bonne migration de ces cellules jusqu’'a leur Ieeaion finale (Brand-Saberi et al., 1993,
1996b).

La détermination puis la différenciation des ce&fulprogénitrices du muscle en cellule
musculaire est aussi sous le contrble de facteitsadscription a domaine bHLHgsic helix-
loop-heliX appelés MRF (facteurs de régulation myogéniquielyoD, Myf5, MRF4 et la
myogénine. Les protéines bHLH forment des homo @eérbdimeres qui se lient a ’ADN au
niveau d’'une ségquence consensus appelée boite ENT&). Une a plusieurs boites E peuvent
étre présentent dans la région promotrice des géhkes des MRF. Comme cette séquence est
largement redondante méme dans les promoteursdes gon cibles des MRF, il est nécessaire
d’en contréler I'utilisation. Ainsi, il a été mortigue MyoD est capable de se fixer a des boites E
avec une affinité dix fois supérieure s’il forme oomplexe hétérodimérique avec E2A, une
autre protéine a domaine bHLH, plutét qu'un complehomodimerique. Comme E2A est
exprimée dans d’autres cellules que les cellulescoiaires, il existe une autre famille de
protéines qui permet une spécification optimalesmet les MEF Mlyocyte Enhancing Factoys
Les membres de la famille des MEF sont des factdartranscription possédant un domaine
MADS (MCM1, Agamous Deficiens SRF) capable d’interagir avec la myogénine. Ainsi
I'action synergique de I'homodimére MEF avec I'hétimére MRF-E2A permettrait une

expression spécifique des genes cibles au niveawudule.

Sous le controle de Pax3 et Pax7, les cellulesgmitrgces vont exprimer les facteurs Myf5
et MyoD (Ott et al., 1991; Sassoon et al., 1989bdlkhsh et al., 1997) ce qui va permettre la
détermination des cellules progénitrices vers mde musculaire (Fig. 7). Ces cellules
exprimant Pax3 et Pax7, déterminées pour le ligmagsculaire sont appelées myoblastes.
Arrivés a leur localisation finale, les myoblastemt se maintenir dans un état prolifératif.
MyoD est impliqué dans larrét de la prolifératiases myoblastes pour entrainer leur
différenciation. Des protéines effectrices du cymé#ulaire sont impliquées dans l'inhibition de
MyoD. C’est notamment le cas du complexe cyclinedk2 qui permet la phosphorylation de
MyoD, son ubiquitinylation et sa dégradation, entyaétt ainsi les myoblastes d’entrer dans une
voie de différenciation musculaire (Tintignac et @000). De plus, des facteurs de croissance
comme les FGF ou les IGF (IGF-1) sont des effesteerla prolifération cellulaire (Mitchell et

al., 2002). La baisse d’expression de ces factmorprolifératif, ainsi que 'augmentation du
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Figure 7 : Processus et facteurs impliqués dans la myogenése squelettique.

Les cellules progénitrices Pax3/Pax7+ se déterminent en myoblastes qui vont ensuite largement
proliférer et se différencier en myocytes. Les myocytes vont fusionner pour devenir des myotubes, puis
des myofibres apres maturation. Chacune de ces étapes est sous le contréle d’un programme
d’expression génique spécifique impliquant entres autres les facteurs de transcription de la famille des
MRF (Myogenic Regulatory Factor). Il existe plusieurs vagues de formation des fibres musculaires. La
premiere au cours de la vie embryonnaire permet la formation des fibres primaires. La seconde au cours
de la vie feetale permet la formation des fibres secondaires. Une troisieme vague permet le
positionnement des cellules satellites en périphérie des fibres musculaires. Myf5 : Myogenic factor 5 ;
MyoD : Myoblast determination protein 1 ; MRF4 : Myogenic regulatory factor 4 ; Pax3 et Pax7 : Paired-
box 3 & 7.



taux d’expression des inhibiteurs des cyclinesest ek conjointement a un rétablissement du
taux d’expression de MyoD, auquel s’ajoute I'expres de la myogénine, vont permettre la
différenciation des myoblastes.

Au cours de la différenciation, sous l'effet des MBt grace aux fibres de collagene de la
matrice extracellulaire, les myoblastes vont stadiget s’étendre (Fig. 7). Leurs membranes vont
ensuite se rapprocher pour fusionner et former aidisiles plurinuclées appelées myotubes
(Wakelam, 1985). En d'autres termes, parmi les MRS et MyoD sont essentiels dans la
détermination des cellules progénitrices dans mée musculaire mais aussi dans la
différenciation des myoblastes en myotubes (Figlajbakhsh et al., 1997). La myogénine est
indispensable pour la fusion cellulaire en myot(fig. 7 ; Hasty et al., 1993; Nabeshima et al.,
1993) et MRF4, également nécessaire a la déteriminat a la différenciation des cellules
musculaires, a plutét un rble redondant afin denteair les cellules dans un état de
différenciation (Fig. 7 ; Kassar-Duchossoy et 2004). Ces myotubes vont ensuite subir une
étape de maturation au cours de laquelle leurs uxoyant étre dirigés vers la membrane
plasmique, pour devenir des fibres musculaires. (Figll est & noter qu’il existe des inhibiteurs
de ces processus de différenciation musculairest@ecas de la myostatine qui est un régulateur
négatif du développement et de la croissance maiseldn agissant a la fois sur la prolifération

et la différenciation cellulaire mais aussi susyathéese protéique (McPherron et al., 1997).

Il existe deux vagues de formation des fibres mlag®es (Fig. 7). La premiére vague, aussi
appelée vague de fusion primaire, consiste ensiaritdes myoblastes en myotubes. Elle permet
la formation des fibres primaires et apparait eteréG™ et le 14™ jour de gestation chez la
souris et & partir du 86°jour chez le bovin (Fig. 7 ; Duris et al., 19983 deuxiéme vague,
aussi appelée vague de fusion secondaire, comsisle fusion des myoblastes entre eux ou la
fusion des myoblastes avec des myotubes préexastiiie permet la formation des fibres
secondaires et apparait entre I€™4our et le 19™ jour de gestation chez la souris et dés le
90°™ jour chez le bovin (Fig. 7). Le nombre de fibreastulaires est donc déterminé dés les
stades précoces du développement. Au cours destatipe ou apres la naissance, les fibres de
types | peuvent étre converties en fibres de types inversement selon la nature du muscle.
Enfin, aprés le 17 jour chez la souris et aprés le 10jour chez le bovin, des cellules de

réserves en quiescence appelées cellules sat@iiteso, 1961) se positionnent en périphérie
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Figure 8 : Schéma des mécanismes impliqués dans la synthése et la dégradation protéique.

Akt et FoxO sont les facteurs centraux de la balance entre synthése et dégradation protéique. Akt
permet |'activation du complexe TORC1 (mTOR/RAPTOR) qui module positivement la synthése
protéique tandis que FoxO permet |'activation des E3 ubiquitine ligase MAFbx et MuRF1 qui modulent
positivement la dégradation protéique. Akt est activé par la voie d’IGF-1 et peut étre inhibé par la voie
de la myostatine. FoxO est activé par la voie de la myostatine et peut étre inhibé par Akt, la voie de la
leptine et la calcineurine. MuRF1 est capable d’inhiber la calcineurine et est lui-méme inhibé par NF-kB
(modifié de Braun and Gautel, 2011). MSTN : myostatin ; Akt : Protein kinase B ; FoxO : Forkhead box
protein O ; IGF-1 : Insuline-like growth factor 1 ; MAFbx : Muscle atrophy F-box ; MuRF1 : Muscle RING-
finger protein 1 ; mTOR : mammalian target of rapamycin ; RAPTOR : Regulatory-associated protein of
mTOR.



des fibres musculaires (Fig. 7). Ces cellules paliGres encore pluripotentes, considérées
comme des cellules souches musculaires, jouer@lemans la croissance des fibres musculaires
au début de la vie et dans la régénération du tisssculaire en cas de Iésion tout au long de la
vie. Néanmoins, le taux de ces cellules satelliiesinue avec I'dge ce qui peut entrainer des

pathologies musculaires comme la sarcopénie.

3. Variabilité phénotypique du développement du muscle squelettique

a) Atrophie et hypertrophie musculaire: la balance entre syntheése et

dégradation protéique

Outre le nombre de fibres musculaires qui est déter durant les stades précoces du
développement, la croissance musculaire est aos$idtée par une balance entre synthése et
dégradation protéique influant sur le diametreadgldre musculaire au cours du développement

et de la vie adulte.
La protéine Akt et les protéines de la famille Fox®sont les acteurs majeurs.

L’activation des protéines FoxO permet l'activatides E3 ubiquitines ligases, MuRF-1 et
MAFbx impliquées dans la dégradation protéiqueeqgendre une atrophie musculaire (Fig. 8).
A linverse, I'activation d’Akt va permettre I'inbition de FoxO et l'activation du complexe
TORC1 (mTOR/RAPTOR) impliqué lui dans la synthésetgique et I'hypertrophie musculaire
(Fig. 8; Latres et al., 2005).

L’activation de ces facteurs implique d'autres éact qui induisent des voies de
signalisation antagonistes. La calcineurine quiuest protéine dont I'expression est dépendante
des ions calcium lors de la contraction musculagst, capable d’inhiber FoxO (Fig. 8). La
leptine, dont le taux d’expression est dépendaré gieise alimentaire, est également impliquée
dans linhibition de FoxO (Fig. 8). A l'inverse, itaines cytokines (TNF umor necrosis factr
jouent un réle effecteur de la dégradation pro®igD’'est le cas de NF-kB qui joue un rdle
régulateur positif de MuRF-1 (Fig. 8 ; Braun andut@g 2011). Par ailleurs, IGF-Inéuline-like
Growth Factor 1,facteur de croissance impliqué dans la régulatiositpe de la synthése
protéique et la différenciation musculaire) enteaiactivation d’Akt et I'inhibition de FoxQrvia
sa voie de signalisation impliquant la PI3K (Fig. & linverse, la myostatine entraine

I'activation de FoxQvia sa voie de signalisation des SMADs (Fig.8). Lassance des fibres
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Figure 9 : Photo du premier patient de Guillaume Duchenne de Boulogne diagnostiqué pour la
dystrophie musculaire de Duchenne.

On observe une cambrure anormale de la colonne vertébrale associé a une faiblesse des muscles
inférieurs et une hypertrophie des mollets (Tyler, 2003).



musculaires est donc dépendante de cette balani lExpression de protéines impliquées
dans la synthése ou la dégradation protéique. batdé de protéines synthétisées ou dégradées
est elle-méme dépendante des activités physiquesnfedification du taux de calcineurine) et
du régime alimentaire de I'individu (ex : modificat du taux de leptine). L’action concertée de
la myostatine et d'IGF-1 dans la croissance mugeusera décrit plus en détail dans un chapitre

a venir (cf. Introduction Bibliographique Ill. 3))c

b) Des phénotypes d’atrophie, de dystrophie et d’hypertrophie musculaire chez

I’homme

Parfois des deéfauts du développement musculairevepéuse produire et entrainer
I'apparition de pathologies. Ces pathologies duadleuappelées myopathies peuvent avoir des
causes diverses et ont de lourdes conséquencés\garde I'organisme. Parmi les myopathies,
on distingue les atrophies musculaires (malnutrjtisarcopénie, cachexie), les dystrophies
musculaires (dystrophies musculaires de DuchenndeeBecker, dystrophie musculaire des

ceintures, dystrophie fascioscapulohumérale, etd’hypertrophie musculaire.

Les dystrophies musculaires de Duchenne et de Becker

La dystrophie musculaire de Duchenne a été prem@medécrite en 1847 par le Dr Richard
Partridge et doit en fait son nom au francgais @uithe Duchenne de Boulogne qui, quinze ans
plus tard, en fit une description quasi exhausthee.dystrophie musculaire de Duchenne de
Boulogne est une maladie génétique causée par utaiom du gene dystrophine (Kunkel et al.,
1985; Monaco et al., 1986; Ray et al., 1985) qoiudib a la synthése d'une protéine tronquée. La
dystrophine est une protéine qui établit un lietreeke cytosquelette d’actine et les protéines de
la matrice extracellulaire, elle est impliquée ddasmaintien de l'architecture des fibres
musculaires (Michele and Campbell, 2003; ZubrzyGlearn et al., 1988). Les patients qui
présentent une dystrophine non fonctionnelle ptéserdes fibres musculaires qui s’alterent
(déchirement) lors des contractions musculaires. €ssures des fibres musculaires peuvent
étre mesurées par le taux de créatine kinase tipilesélevée chez ces patients. Par ailleurs, le
tissu musculaire abimé n’a qu’'une tres faible capade régénération. En effet, les cellules
satellites des patients ont une capacité moindgraléération et s’épuisent rapidement (Blau et
al., 1983; Heslop et al., 2000). Ainsi, le tissuscwlaire abimé sera remplacé par du tissu fibreux

et adipeux. Cette pathologie se traduit par ur#dase musculaire des muscles inférieurs qui
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s’étend vers les muscles du tronc associée a ymerthgphie des mollets (Fig. 9). Les patients
ont de grosses difficultés a se lever et a se déplet requiérent un déplacement en fauteuil
roulant dés I'age de 10 ans. Des insuffisancesiampuds et pulmonaires associées a cette

pathologie augmentent le taux de mortalité despttiqui décedent alors entre 20 et 40 ans.

La dystrophie musculaire de Becker est égalemeatadune mutation dans le gene de la
dystrophine mais qui n’entraine pas une perte detion totale de la protéine, le phénotype
associé est atténué.

Les dystrophies musculaire des ceintures

Ces dystrophies englobent I'ensemble des maladdegtigues qui se traduisent par une
dégénérescence progressive du muscle, principateioenlisé au niveau de la ceinture
pelvienne (muscles du bassin et des hanches) lat@gnture scapulaire (muscles des épaules).
Dans certains cas, les muscles respiratoires diacaies peuvent également étre touchés. Elles
sont classées selon leur mode de transmissionigéegautosomique dominant (de type 1) ou
autosomique récessif (de type 2). A titre d’exemfaedystrophie musculaire des ceintures de
type 2G touche le géne de la téléthonine qui estssaire au maintien des myofibrilles (Moreira
et al., 1997, 2000).

La dystrophie facioscapulohumérale

La dystrophie facioscapulohumérale est égalemerm omaladie musculaire d’origine
génétique qui touche quant a elle les muscles dagei des épaules et des bras et peut
progresser jusqu’a toucher les muscles abdominalesemembres inférieurs. Bien que cette
pathologie soit transmise de facon autosomique wo@nté, les mécanismes moléculaires
associés sont mal connus. Dans 95% des cas, fiappade cette pathologie est due a un
raccourcissement de la régi@4Z4 du chromosome 4, constituée de séquences répatéss,
un nombre de séquences répétées inférieurs a IrhcCaurcissement influe sur I'expression de
génes et perturbe la différenciation cellulairewiT&t al., 2014).

La sarcopénie

Le terme « sarcopénie » provient du gresarkos= chair » et geniaspauvreté ». Décrit

dans les années 90, la sarcopénie n’est pas umaque. Il s’agit d’'un syndrome qui apparait
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Figure 10 : Un cas d’hypertrophie musculaire chez ’'homme.

Le petit garcon agé de 7 mois sur la photo présente des protubérances musculaires (tétes de fleche) aux
niveaux des cuisses et des mollets. Cette hypermusculature implique une mutation G>A dans l'intron 1
du gene myostatine. Cette mutation empéche la reconnaissance d’un site d’épissage et entraine la
production d’un transcrit plus long de 108pb. Ce transcrit contient un codon STOP prématuré qui est
rapidement dégradé par les mécanismes de surveillances.



en général au cours du vieillissement et qui sacté@rise par une perte involontaire, progressive
et généralisée de la masse et de la force museuajpassant un certain seuil de normalité
(Beaudart et al., 2014). Ce syndrome se traduitipar fragilité physique et une diminution des
performances physiques, une augmentation de u&aphysique, une augmentation du nombre
de chute et une perte de l'autonomie, et enfinperee de la qualité de vie et une augmentation
du taux de mortalité (Rizzoli et al., 2013). Lacsgrénie a des causes diverses. Elle serait entres
autres du a une vie sédentaire, & une baissefdadaonnalité des unités motrices au cours du
vieillissement (Lexell, 1997), notamment celles tedlant les fibres de types Il qui sont moins
sollicitées avec I'age (Vandervoort, 2002) et a wiminution de la quantité de protéine
nécessaire a la fonction musculaire, comme le dacte croissance IGF-1 (Perrini et al., 2010).

Ce syndrome serait atténué par des exercices plegsigguliers et un régime riche en protéine.

La cachexie

Le terme «cachexie » provient du gre&akos» et «hexis» qui signifie « mauvaise
condition ». La cachexie est un syndrome métabelicamplexe. Encore une fois, il ne s’agit
pas d’'une pathologie en soi mais plutdt d'un symadjui apparait associé a des pathologies.
Le syndrome cachectique augmente le taux de meébeti de mortalité du patient et se
caractérise par une augmentation de la dégradataigéique et une perte de la masse musculaire
avec ou sans perte de masse graisseuse (Evans2€08)). La cachexie est retrouvée associée a
plusieurs pathologies comme le cancer, des maladsniques (broncho-pneumopathie
chronique obstructive, insuffisance cardiaque, tigpe, rénale) ou des maladies infectieuses
(SIDA). Ces pathologies entrainent la productiorcgekines inflammatoires ; TN&; IFN-y et
des interleukines qui jouent un role dans la dégrad protéique (Glass and Roubenoff, 2010).
La cachexie n’est pas du a une malnutrition etemabde donc pas étre réversible malgré un

apport alimentaire conventionnel du fait du métemoé anormal qui lui est associée.

Hypertrophie musculaire

Un cas d’hypertrophie musculaire a été décrit dinernme en 2004 (Schuelke et al., 2004).
A la naissance, I'enfant de sexe masculin présenési protubérances musculaires aux niveaux
des cuisses et des avant-bras, des reflexes temdingmentés et des myoclonies (contractions
involontaires du muscle) quelques heures apresiksance mais qui néanmoins disparaissent

vers 2 mois (Fig. 10). A 4 ans et demi, ce peticga était capable de soulever des altéres de
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Figure 11 : Phénotype d’hypertrophie musculaire chez quelques espéces.

A, Porc de race Piétrain. B et D, lévriers Whippets. C, Mouton de race Texel.



3kg bras tendus a I'horizontal. Toutefois, il nagit pas d’'un cas sporadique puisque d’'autres
membres de sa famille du c6té maternel présentgaierent une forte musculature a un
moindre degré, comme sa mere qui est une athlefegsionnelle sans probléme de santé. La
mutation causale de ce phénotype a été identifiéagit d’'une substitution & A dans l'intron

1 du genamyostatine Cette mutation empéche le mécanisme d’'épissagecdenaitre le site 5’
donneur légitime de I'exon 1 et entraine la créatitun site d’épissage illégitime en aval de
cette mutation dans lintron 1, conduisant a I'mie@ illégitime, au sein de 'ARNm, d'une
partie de la séquence de lintron 1 de 108-pb. r@estrit anormal prédit la production d’'une
protéine tronquée a cause de la présence d'un c&I@P prématuré. Cependant, aucun
transcrit du génenyostatineni sa protéine n'ont pu étre détecté, ce qui siggtiélimination de
'ARNmM aberrant par le mécanisme de surveillance DNfINon sens-mediated Degayla
mutation identifiée est donc une mutation pertefatestion totale de la protéine. L'enfant est
homozygote mutant pour cette mutation tandis quendme est hétérozygote. Le role de la
myostatine dans le développement musculaire semat gidus en détail dans 188 partie de

cette introduction bibliographique.

Des phénotypes d’hypertrophie musculaire ont égatérété mis en évidence chez d’autres
especes. Il y a des phénotypes induits comme le'ests chez la souris (McPherron et al., 1997)
qui permettent de comprendre les mécanismes maliéesl associés a l'apparition de ce
phénotype et il y a aussi les phénotypes naturdlgpdrtrophie musculaire. Les espéeces
possédant ces phénotypes naturels ont été séle&sigpour des raisons économiques puisque
certaines sont associées a une meilleure quantiféadité de viande comme c’est le cas chez le
porc, le mouton et la vache tandis que d'autres asmociés a de meilleures performances

physiques comme c’est le cas chez le chien.

c) Phénotypes naturels d’hypertrophie musculaire chez d’autres espéces

Race porcine de Piétrain

La race porcine de Piétrain doit son nom a la redt@train ou elle a été décrite pour la
premiere fois en 1920 en Belgique. Les animaux eecrace présentent un phénotype
d’hypertrophie musculaire (Fig. 11A) associé aaiblé taux de masse grasse et a une sensibilité
aigle au stress, ce dernier aboutissant a un tau& de crises cardiaques. Ces animaux ont un

bon rendement de carcasse avec la production @iande maigre trés demandée par les
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consommateurs. Cependant, la viande produite esegsudatives (viande péale et flasque inapte
a certaines transformations comme le jambon), ¢es@udraduit par une dénaturation marquée
des protéines musculaires a cause d’une dimindida capacité de rétention d’eau de la viande
et d'une baisse de ppbst-mortemLa sélection de ces animaux pour croisementsgeetdire i)

par une prise de la température de la croupe puisguempérature élevée est associée a une
diminution de la capacité de rétention d’eau etcdarune augmentation du caractere exsudatif
de la viande, ou ii) par un test d’anesthésie aldthane qui entraine chez ces animaux un
syndrome d’hyperthermie maligne se traduisant pae augmentation de la température
corporelle, syndrome aussi décrit chez 'hommeiy@i et al., 1980). Les études ont montré
I'implication d’une substitution d’'un acide aminégenine par une cystéine (R615C) dans le gene
codant pour le récepteur ryanodimgr{), canal calcique du réticulum sarcoplasmique deateu
squelettique (Fujii et al., 1991). Cette mutatiomduit potentiellement a une hypersensibilité du
canal calcique au relargage du calcium et a unibitidn de la fermeture du canal, ce qui
conduirait aux contractions musculaires, a un hygéabolisme et a I'’hyperthermie observés en
présence du gaz halothane (Fujii et al., 1991; ©iBr1986). Cependant, cette mutation
n'explique pas I'hypertrophie musculaire observéezcces animaux, I'objectif étant a long
terme d’éliminer 'alléle déficient dgyrl tout en conservant le phénotype d’hypermusculature
La similarité de ce phénotype hypermusclé avehénptype bovin a influencé les chercheurs a
se focaliser sur le génmyostatine lls ont noté la présence fréquente en race Riétfane
mutation dans son promoteur au niveau d’un sitéagn a la protéine MEF3 (82% comparée a
20% chez d’autres races), avec une expressioref@use des transcrits du gangostatinedans

le tissu musculaire des animaux homozygotes paliele muté. Cependant, I'implication de
cette mutation dans I'apparition du phénotype démqophie musculaire n'a pas été clairement

démontrée (Stinckens et al., 2008).

Une race canine atypique : le lévrier Whippet

Le lévrier Whippet est une race canine spécialgaies le sport de course. Un phénotype
d’hypertrophie musculaire a été identifié chez eathce dont les animaux porteurs sont
communément appelésbully » Whippets pour leur forte musculature (Fig. 11BDg; une
large poitrine, des pattes inhabituellement bievetidopées et une forte musculature des genoux
(Mosher et al., 2007; Shelton and Engvall, 200Bs @nimaux ne présentent aucun probleme de

santé apparent mis a part des crampes aux épaaes euisses. La encore, le géne mis en
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cause est le gemayostatine En effet, une délétion de deux nucléotides damx®h 3 du gene
myostatinea été identifiée. Elle conduit a un codon stoprattiré. La myostatine prédite se
retrouve tronquée de 63 acides aminés par rapparpeotéine sauvage de 375 acides aminés.
Les études ont montré que sur 146 animaux géngtgmEulement sont homozygotes mutants et
20 sont hétérozygotes, ce qui note une faible #@ge de cette mutation dans la population.
Néanmoins, cette faible fréquence peut étre ex@égpar le fort taux d’euthanasie chez ces
animaux car non conformes aux critéres de sélecknfin, les animaux hétérozygotes pour
cette mutation ont de meilleurs résultats de cogteeles animaux sauvages. Ceci pourrait étre
expliqué par le fait que la myostatine joue un gile la proportion des fibres rapides de type Il,
glycolytiques (cf. Introduction bibliographique .liIMosher et al., 2007).

Mouton Texel

Le mouton Texel, aussi appelé Beltex par les Bedgésine race ovine qui provient de I'lle
Texel aux Pays-Bas. Elle se caractérise par ungtyyém d’hypertrophie musculaire (Fig. 11C).
La mutation mise en évidence chez le mouton Testelilee substitution €A dans la séquence
3'UTR du génemyostatingClop et al., 2006). Le nucléotide A ainsi mutépssitionne au sein
d’'un motif en octameére, site consensus de séqueitdes de miRNA (ACATTCCA) et devient
un site cible illégitime des miRNA miR-1 et miR-206’action de ces miRNA entraine
I'inhibition de la traduction des transcrits du gémyostatineet contribue a I'apparition du
phénotype d’hypertrophie musculaire observé. Aueaiv moléculaire, un certain taux de
protéine a pu étre observé a partir d’'animaux hggoies mutants. Ce taux représente 1/3 du
taux de myostatine présent chez les homozygotesmgas, mais ces etudes montrent que la
mutation décrite n’entraine pas une perte de fonctotale de la protéine (Clop et al., 2006;
Takeda et al., 2010).

Mouton Callipyge

Le phénotype callipyge (du grec callgh « belles » et —pygerye « fesses ») a été deécrit
pour la premiere fois aux Etats-Unis dans les an&e Ce phénotype d’hypertrophie
musculaire (Fig. 12A) qui apparait de fagon pogdtiea seulement 3 a 4 semaines aprés
I'agnelage est assez particulier. En effet, il piigue pas le genmyostatinanais met en jeu un
mécanisme complexe d’expression de genes sour@mpreinte parentale (Fig. 12D). Le locus

callipygeest localisé sur le chromosome 18, la mutatiorliqupe CLPG) est une substitution
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Figure 12 : Le phénotype callipyge.

A, Photo d’un mouton de phénotype normal (a gauche) et de phénotype hypermusclé (a droite). B et C,
Coupe histologique d’un muscle a fibre rapide chez un animal normal (B) et hypermusclé (C). Le
diametre et la proportion des cellules sont plus élevés chez I'animal hypermusclé. D, Modéle
moléculaire associé au phénotype callipyge, impliquant le phénoméne d’empreinte parental. Seuls les
individus hétérozygotes avec I'alléle muté issu du péere présentent le phénotype callipyge (Charlier et al.,
2001). Mat : allele maternel; Pat: allele paternel; DIkl : Delta-Like 1 Homolog; Gtl2 : maternally
expressed gene 3 ; Pegll : Retrotransposon-like protein 1 ; Meg8 : maternally expressed gene 8 ; CLPG :

callipyge.



A->G intergénique entr®lkl et Gtl2 (Freking et al., 2002; Smit et al., 2003) au s@@umn
élément de contrble de I'empreinte parentale (IGRarlier et al., 2001). La puissance de cette
mutation réside dans le fait que le phénotypemailk ne se produit que lorsque cette mutation
est a I'état hétérozygote et exclusivement portée ljalléle d’origine paternel. C'est une
transmission dite a surdominance polaire paterndles scientifiques ont émis plusieurs

hypothéses quant aux mécanismes moléculairesigifierde I'apparition de ce phénotype.

Néanmoins, le mécanisme modele le plus appropiiénf@rvenir au moins quatre génes
soumis a 'empreinte parentddkl, Gtl2, Pegllet Meg8au niveau de cet ICRIk1 code pour
une protéine membre de la famille Delta-Notch. Ed& connue pour étre un régulateur négatif
de la différenciation adipocytaire largement exgriau cours du développemeRegll,aussi
appeléRtl1l, code pour une protéine ayant une fonction esdientians la maintenance des
capillaires sanguins a linterface fceto-maternelle placenta.Gtl2 et Meg8 sont des genes
produisant des ARN longs non codants pouvant alesr effets inhibiteurs sur d’autres génes.
DIkl et Pegll sont des genes a empreinte maternelle c'est-aeliids sont exprimés
exclusivement a partir de I'allele paterng) &vec un effet régulateur positif. Au contrai@t|2
et Meg8sont a empreinte paternelle, donc exclusivemeptiés a partir de I'allele maternel
(m) avec un effet régulateur négatif. Chez les imtlis+m/+p homozygotes sauvages, ces genes
ne sont pasRegll, Gtl2et Meg8d ou peu DIk1l) exprimés en post-natal (Fig. 12D). Chez les
individus CLPGm/CLPGpomozygotes mutants, I'expression de ces quatresgést activée par
un effet encis de la mutation sur les deux alleles, donc sumpfesgsion des quatre génes (Fig.
12D). L’hypothése est que l'effet positif des gem¥kl et Pegll est compensé par I'effet
négatif des gene&tl2 et Meg8 qui agissent errans sur DIkl et Pegll prévenant ainsi
I'apparition du phénotype Callipyge. Chez les indiis CLPGm/+phétérozygotes mais porteurs
d’'un allele muté d’origine materneGtl2 et Meg8 sont fortement exprimés da a l'effet de la
mutation encis mais sans conséquence sur le phénotype. Enfig, leeandividus+tm/CLPGp
hétérozygotes mais porteurs d’'un allele muté dineigpaternelDlk1 et Pegllsont fortement
exprimés a cause de I'effet eis de I'allele paternel muté. Ces effets n’étant gampenses par
une régulation négative eérans de Gtl2 et Meg8(puisque la mutation n’a pas d’effet positif sur
leur expression dans ce cas), alors la présenda dwmitation sur l'allele d’origine paternel
aboutit & l'apparition du phénotype Callipyge. Laitation CLPG pourrait donc modifier
I'activité d’'un élément régulateur commun qui paitrétre urenhancerboosté par la mutation)
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*Georges Culley (1734-1813) est un fermier célébre de I'’Angleterre du 18°™ siécle. Fils
d’un pére fermier, il implante avec deux de ses freres (Matthiew et James) leur propre
corps de ferme a Fenton, une ville du comté de Northumberland dans I'extréme nord de
I’Angleterre. Leur exploitation agricole est grandissante. lls voyagent beaucoup a travers
toute I’Angleterre et I'Ecosse ou ils apprennent aupres des plus grands les différentes
techniques agricoles employées en fonction de la qualité de la terre. lls étaient toujours a
la recherche de nouvelles idées novatrices pour |'amélioration de leur exploitation
agricole. C'est ainsi qu’ils révolutionnérent la culture agricole en abolissant le systeme de
jachere pour le remplacer par un systéme de culture sur cing ans d’avoines, de navets, de
blés ou d’orges, ou enfin de patures pour les animaux. lls virent ainsi leurs récoltes devenir
plus abondantes et leur terre, qui s’appauvrissait peu a peu, retrouver sa fertilité
originelle. Ils encouragérent la culture de navets qui servait de nourriture aux bétes pour
I’hiver. Ils en améliorérent la technique d’ensemencement et la vente de ces navets leur
rapportait gros. Néanmoins, ils devinrent célébres principalement pour leur création d’une
nouvelle race ovine appelée « the Border Leicester », fruit de nombreux croisements entre
la race Dishley a longue laine et la race Teeswater a phénotype large ainsi qu’avec d’autres
races jusqu’a l'obtention d’animaux avec les caractéristiques souhaitées. Cette race
s’appelle plus familierement la race Culley.

**Suif : Produit résiduel obtenu par la fonte de la graisse d'espéces animales comme le
mouton et le boeuf. Cette matiere premiére est utilisée en savonnerie pour la fabrication
du savon par une réaction de saponification.




ou unsilencer(inhibé par la mutation) (Bidwell et al., 2014; &ker et al., 2001; Georges et al.,
2003).

L’étude du muscle squelettique a donc deux intém@geurs. En recherche fondamentale,
I'étude des mécanismes associés a I'apparition ylepathies sur modéles animaux permettrait
la fabrication de traitement pour soigner les pasiesouffrant de pathologies musculaires. En
sélection animale, I'étude des meécanismes a lweigide I'apparition du phénotype
d’hypertrophie musculaire, qui a notamment étédargnt étudié en race bovine, permettrait la
sélection d’animaux avec un meilleur rendement id@de et la production d’'une viande de
meilleure qualité. Ainsi, il est nécessaire de bmaractériser ce phénotype hypermusclé

morphologiquement et génétiquement afin d’optimiaesélection bovine.

4. Historique du phénotype hypermusclé bovin

Le développement des sciences animales et de iemeément a partir du % siécle ainsi
que les contréles plus pointus des conditions d&&ge ont permis I'essor de projets d’études sur
les espéces agricoles comme le bovin. Ainsi, erY 18@orges Culley* décrit pour la premiere
fois un phénotype bovin hypermusclé dans son limtd@ulé «Observations on livestock
(Culley, 1807, 2002 ; Rowe, 1971).

L’objectif de ce livre était de décrire les caraistiiques de plusieurs races équines, porcines,
ovines et bovines afin que les éleveurs puissarit ane vue de I'ensemble des races présentent
sur le territoire. Les éleveurs pouvaient alorsiaghoisir la meilleure race non pas a partir de
criteres de performances (phénotype extréme) nhaiStpa partir de critéres d’adaptation de la
race et de son rendement agricole selon sa logafisgeographique.

Il décrit donc plusieurs races bovines qui présenia phénotype musculaire plus large mais
avec néanmoins des propriétés différentes. Aimmsir pxemple, les races Longhorn et Shorthorn
paraissent toutes deux hypermusclées. Néanmoinprelmiere a une excellente qualité de
viande, un meilleur pelage et une peau plus famesekconde a un meilleur rendement de viande,

de suif** et de lait.

Il y a donc en outre plusieurs races bovines gésgmtent une musculature importante au

sein de I'’Angleterre — les races Teeswater, LongleoiShorthorn entres autres — mais cette
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Tableau 1: Différentes appellations du phénotype hypermusclé selon le critére pris en

compte et la langue. (Modifié de Lauvergne et al., 1963)

Criteres

Appellation

Langue
d’appellation

Références

Aspect générale de Double-muscled Anglais Weber et Ibsen (1934)
I’hypertrophie musculaire Dikbil Belge/ Gotink (1955)
Flamand

Aspect de I’hypertrophie Doppellender (double rein) Allemand Kaiser (1988)
musculaire par région Groppa doppia (double croupe) Italien Raimondi (1956-1957)
Développement exagéré de Culard Francais Dénomination
I’arriére-main Della coscia (Cuisse) Italien courante

Bottle thighed (Cuisse en bouteille) | Anglais Raimondi (1956-1957)

Weber et Ibsen (1934)

Développement exagéré de Cul de poulain Frangais Thierry (1898)
la croupe de cheval Groppa di cavallo Italien Brusaferro (1905)
Aire géographique ou ont été | Teeswater Anglais Shrode et Lush (1947)
observés les 1°" animaux Yorkshire Anglais Shrode et Lush (1947)
Troubles de la fécondité Mulot Francais Dechambre (1910)
associée au phénotype Veau pif Frangais Dechambre (1910)




diversité n’y est pas restreinte. En effet, seloriedt, un Allemand dénommé Kaiser aurait
décrit ce phénotype bien avant le début du XXeémeleiet I'aurait nommeé Roppellenders en
allemand (Weber and Ibsen, 1935; Wriedt 1928). biénptype similaire est également décrit au
Danemark par Moéller et en Norvege par Pyndt. Lenéexkdouble-musclec provient quant a lui
d'un éleveur Américain qui observa cet état de atara apparaitre chez un animal de son
troupeau d’Hereford (Weber and lbsen, 1935). D'dbappelé Yorkshire, ce terme restreignait
I'apparition de ce caractére a une seule race. fiéaepce de ce caractére chez cet animal
Hereford entraina la modification de leur appetiatet ces animaux hypermusclés furent ensuite
surnommeé dottle thighed» pour les cuisses en forme de bouteille et entiouble-musclec
(Weber and Ibsen, 1935). En France, ces animauxceommunément qualifiés de « culards ».
Les différentes appellations de ce phénotype daltangue ont été données en se basant sur les

criteres récapitulés dans le tableau 1 (Lauvergaé,e1963).

Les études se sont ensuite succédées dans leébalbld’ un descriptif morphologique précis
de ce phénotype et d'identifier l'origine génétiquke I'apparition de ce phénotype

d’hypertrophie musculaire.

5. Description du phénotype d’hypertrophie musculaire bovin

a) Caractéristiques morphologiques et boucheres

De maniere générale, 'hypertrophie musculaire ¢admovin conduit & de meilleures valeurs
boucheres, de 20% a 30% supérieures au minimumah@saux hypermusclés présentent un
meilleur rendement de carcasse ainsi qu'un meiligtim masse maigre/ masse grasse. Alors que
les muscles squelettiques sont plus larges en meyele 17%, les organes internes (foie,
poumons, cceur, systéme digestif) sont réduits d&é3¥ tandis que le tissu adipeux et la
carcasse sont réduits de 44% et 14% respective@ette diminution de la masse grasse et du
dépdt de gras sous-cutané permet a la viande giktsetendre mais elle est en revanche moins
persillée et a donc une moindre flaveur (Baileplet1982). Néanmoins, la viande est plus péale

et a une teneur en eau plus élevée ce qui la refltbane (Ménissier, 1982a).

Par ailleurs, les animaux hypermusclés ont uneutegre collagéne inférieure. Le collagéne,

qui participe au maintien du muscle au cours dadamais aussi de la viande au cours de la
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Figure 13 : Photos des 3 premiéres races bovines allaitantes Frangaises.

A, Taureau de race Charolaise. B, Taureau de race Limousine. C, Taureau de race Blonde d’Aquitaine.
L'hypermusculature est trés prononcée au niveau du dessus des épaules et de l'arriére train. (Photos :
http://www.bovin.qc.ca et http://www.cia-crespelle.com).



cuisson, détermine la texture de la viande. Ilresins épais au niveau des tissus connectifs
comme le pérymisium, ce qui améliore la tendretiadgande (Bailey et al., 1982).

De plus, les animaux hypermusclés ont un taux sande créatinine élevé et un taux
sanguin de créatine faible (Hanset and Michaux,2198a créatinine est le produit de
dégradation de la créatine, et son dosage darentg ®u dans les reins permet de donner des
informations sur la fonction rénale et musculaied’ohdividu. Ainsi, un taux faible de créatinine
dénote potentiellement d'une atrophie musculairglis|aqu’un taux élevé de créatinine dénote
potentiellement d’une hypertrophie musculaire. hagnaux hypermusclés présentent une plus
forte proportion en fibres de type 1l (Gagniereakt 1997) ainsi qu’'une diminution du volume
sanguin et du nombre de globule rouge. Au cours duercice physique, la plus faible
proportion de fibre oxydative de type | ainsi quegpport plus lent de 'oxygéne au muscle
entraine une diminution de la mobilisation du méteime oxydatif au profit du métabolisme
glycolytique en anaérobie, les animaux hypermusmiésentent alors des signes plus rapides de
fatigue physique. De plus, ils souffrent d’acidosétabolique suite a une mauvaise élimination

de l'acide lactique (Ménissier, 1982a).

L’hypertrophie musculaire ne touche pas tous lesales de la méme facon. Elle est plus
marquéee au niveau des membres distaux (bras eegmb’au niveau des muscles proximaux
des régions pelviennes et scapulaires (Fig. 13n Bjue I'hypertrophie musculaire suive
également un gradient antéropostérieur, elle emtméins nettement marquée aussi au niveau
des épaules (Boccard et al., 1974). A l'inversesdature se réduit selon le méme gradient
antéropostérieur, ce qui rend le squelette de miesaax trés fragile. Les animaux hypermusclés

souffrent également de problémes respiratoireareiagques (Ménissier, 1982a).

De plus, les bovins hypermusclés éprouvent descdlits d’adaptations aux conditions
d’élevages. lls sont notamment plus sensibles mssstet ont des difficultés a réguler leur
température. En effet, lorsque la température antgmdeur large musculature entraine une
production de chaleur supérieure qu’ils ont du &ndlssiper par rapport aux animaux normaux.
Ces difficultés sont accentuées par une surfacghdi®e du corps plus réduites car ce sont des
animaux plus compacts, et des capacités respeatodduites car leurs organes internes comme

les poumons sont de tailles réduites (Ménissie32a}
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Figure 14 : Comparaison de coupes de testicule de taureaux Holstein-Friesian (A) et Blanc Bleu
Belge (B).

A, Coupe de testicule d’un taureau Holstein-Friesian. Peu de dégénérescence des tubes séminiferes
(rouge). Peu de tissus conjonctifs interstitiels (bleu). B, Coupe de testicule d’un taureau Blanc Bleu Belge.

Dégénérescence plus sévere des tubes séminiféres (rouge) qui sont plus petits que chez le taureau
Holstein-Friesian. Plus grandes quantité de tissus conjonctifs interstitiels (bleu) (Hoflack et al., 2008).



b) Reproduction des bovins hypermusclés

Chez le bovin, la reproduction est une conditgine qua nonpour la production et la
rentabilité économique. Une bonne fertilité du mélede la femelle est impérative pour une

reproduction adéquate et performante.

Fertilité parentale
Fertilité du male

Malgré un role pilier du male géniteur en produttioovine, aussi bien en production
laitiere qu’en production de viande, les étudedediité se sont majoritairement focalisées sur
I'analyse de la fertilité femelle. Une équipe dddiversité de Gent en Belgique a néanmoins
réalisé une analyse comparative de la fertilitéeedes males de la race allaitante Blanc Bleu
Belge hypermusclée et des méles de la race laitlétstein-Friesan non hypermusclée. Cette
étude était basée sur la sélection de taureauxaeh dque meilleurs reproducteurs par
I'examination de caractéristiques particulieresetelque la morphologie de I'appareil génital
male externe et interne (scrotum et testiculejualité du sperme (volume et constituant) ainsi
que l'envie et le désir du taureau a la monteagcbhuplement. Ainsi, ils ont pu démontrer que
les animaux de la race Blanc Bleu Belge n’étaiast $electionnés dans 93,7% des cas alors que
les animaux de la race Holstein-Friesan n’étaiestgglectionnés seulement dans 59,3% des cas.
Dans leur analyse, ils ont pu noter que ces édheclection étaient majoritairement dus a une
moins bonne qualité du sperme (morphologie, v&oeitmotilité des spermatozoides) et a une
circonférence du scrotum qui est moindre. Lesdelds présentent une forte dégénérescence des
tubes séminiferes et une augmentation de la géatgitissus conjonctifs interstitiels (Fig. 14) ce
qui pourraient expliquer la faible qualité du sperohez les animaux de la race Blanc Bleu
Belge hypermusclée (Hoflack et al., 2008). Quatia@eur sexuelle mesurée par le temps de
réaction et I'enthousiasme du taureau a la mofgeyont pas noté de différence significative
entre les animaux des deux races (Hoflack et @062, 2006b). Des travaux antérieurs avaient
également permis d’observer une diminution du dieendu pénis (de 2/3 par rapport a I'animal
non hypermusclé) et du poids des testicules (60%palds des testicules d’'un animal non
hypermusclé) ainsi qu’une diminution de la quargitéle la motilité des spermatozoides chez un

animal hypermusclé croisé Africander-Aberdeen Angigwell et al., 1952).
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Fertilité de la femelle

L'une des premiéres études visant a comparer tditeerdes femelles en utilisant deux
groupes de vaches hypermusclées et non hypermsiscitees dans les mémes conditions des
la naissance a été réalisées dans les années [@#-T@quipe du Dr. Menissier (Vissac et al.,
1973, 1974). lls ont pu observer sur des génisgpsrimusclées de race Charolaise un retard
d’apparition de la puberté avec 50% des génisspsrimusclées non pubéres a I'age de 30 mois
tandis que toutes les génisses non hypermusckiageht. Néanmoins, aprés 5 ans, les femelles
hypermusclées présentaient une fertilité comparaldelle des non hypermusclées. Ceci peut
étre lié au retard de croissance que subissentefaslles hypermusclées dont la courbe de
croissance semble rattraper celle des femelleshgparmusclées aux alentours de 5 ans (Vissac
et al., 1973). Apres palpation rectale, ces gésiggantiles ne présentaient aucun follicule sur
les ovaires. Apres traitement hormonal, ils ava@niobserver la présence de follicule ovarien
voir méme de chaleur sur certaines génisses maishadeurs étaient discretes et bréves (Vissac
et al., 1974).

Prédispositions morphologiques
Anatomie de 'appareil génital de femelle de race Asturienne

Au niveau de I'appareil génital femelle, il appanane hypoplasie de sa partie externe di a
'absence de tissu adipeux sous-cutané qui pouéta# a I'origine d’'une dysfonction des
gonades. L'utérus présente des cornes plus caetrfdas grosses a cause d’'une hypertrophie du
myometre. Le vagin et 'endometre semblent normaaxfonction ovarienne peut étre altérée
avec des croissances folliculaires qui aboutissendtatrophie sans ovulation et régression
ultérieur des follicules atrésiques. En revanchs, dtudes montrent qu’avec un régime adapté
aux bovins présentant ce phénotype d’hypertrophiscuiaire, ces caractéristiques anatomiques

sont normales (Quesada and Cachafeiro, 1972).

Incompatibilité morphologique foeto-maternelle

Les auteurs parlent d'une « incompatibilité » maotphique foeto-maternelle qui se traduit par
une balance entre le poids inférieure de la mete pbids supérieur du feetus. En effet, du c6té
maternelle d’une part, ils ont pu observer une dution de la taille et du poids des femelles
hypermusclées en race Charolaise (Vissac et ar3)18insi qu'une réduction de l'ouverture

pelvienne en race Asturienne et Charolaise (Quesadi&achafeiro, 1972; Vissac et al., 1973)
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Normale Longue

Figure 15 : Exemples de critéres de sélection de femelles Limousine pour leurs aptitudes au
vélage.
A, Grosseur des canons. B, Largeur des trochanters C, Longueur du bassin. D, Inclinaison du bassin

(Guide technique pointage Limousin 30 mois).



par rapport aux femelles normales. Cette mauvaisoomation au niveau du bassin serait due a
I'hypertrophie des membres supérieurs de la cujssenodifierait la croissance du squelette au
niveau du bassin : modification de la croissancealcadiminution du diamétre sacro-pubien,
rapprochement des ilions, écartement des trocta(@resada and Cachafeiro, 1972; Vissac et
al., 1973). Ainsi, les éleveurs sélectionnent &adlles reproductrices en prenant en compte (en
plus de la fertilité femelle) la conformation ddleei (Guide technique pointage Limousin 30

mois). Entres autres, les criteres de sélectionts:so

-la grosseur des canongui indiquent la finesse d’os de I'animal, le renmtent carcasse
et 'aptitude au vélage (Fig. 15A).

-la largeur aux hanches, la largeur aux trochanters,la longueur du bassin,
l'inclinaison du bassin, la largeur aux ischionsqui sont des indicateurs du volume
du bassin et de I'aptitude au vélage (Fig. 15Bt D)e

- L’aplomb avant qui correspond a la position des membres avafibo®plate au sabot
et 'aplomb arriere qui correspond a la position des membres arrieréatsin au

sabot et qui indiquent I'aptitude a la saillie éaanonte naturelle.

D’autre part, le foetus subit une nette augmentateson poids (au moins 5kg) si au moins
'un des deux parents est de phénotype hypermyséssac et al., 1973). De plus, le foetus
présente un développement en largeur avec unetrgpigie plus prononcé au niveau posterieur,
+10% aux trochanters (Vissac et al., 1973). Ledastisont quelques peu contradictoires quant
aux liens entre 'augmentation du poids du feetus eturée de gestation. En effet, tandis que
certains auteurs ne notent pas de différence dettia durée de gestation en race Charolaise
(Arthur et al., 1988; Vissac et al., 1973), d’astobservent une durée de gestation anormale car
rallongée de 10 jours chez des femelles hypermesctie race Asturienne (Quesada and
Cachafeiro, 1972). Il est important de noter que o&sultats sont dépendants du type de
croisement effectué (DMxDM, DMxN, NxN). Cette imopatibilité foeto-maternelle entraine
une expulsion plus délicate du foetus et est dameldes causes majeures de 'augmentation des

difficultés de vélage chez les bovins hypermusclés.

Difficulté de vélage et mortalité périnatale
Le vélage nécessite une préparation naturelle timalle qui consiste en des modifications
physiologiques. Selon si la femelle est primipawepturipare, il est observé un développement
de la mamelle entre 1 mois et 1 semaine avantrtarigon associé a un gonflement et a
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Figure 16 : % de mortalité périnatale et de vélage difficile en race allaitante (a partir des
données de Coutard et al., 2007).



I'apparition d’cedemes. Un affaissement de la masest ensuite observé 24h avant la mise-bas.
Les ligaments sacro-sciatiques (au niveau de kefes la base de la queue) se relachent et le
bassin modifie sa conformation pour I'expulsionfdetus. La préparation a la mise-bas chez les
femelles hypermusclées est mauvaise dans 34 a 86%agd chez la Charolaise car elle est plus
discréte. En effet, la mamelle ne se développetauivement, la conformation de la croupe
masque le relachement des ligaments et la casalrassin, la vulve est plus étroite et les levres
vulvaires sont plus fermes et peu tuméfiées jusbexpulsion du feetus. Ces caractéristiques ont
pour conséquence une augmentation du nombre deecésss (Arthur et al., 1988; Vissac et al.,
1973, 1974)

Il est aussi observé un taux plus important de datatité périnatale qui est extrémement
dépendant de la race étudiée. En effet, une étumdrenque chez la Salers, qui est une race
intermédiaire ne présentant pas le phénotype dingphie musculaire, le taux de mortalité
avant 240 jours est de 6.8% alors gqu'il sS’éleves@2% pour la Maine-Anjou, race présentant le
phénotype d’hypertrophie musculaire (Offredo, 2013 moitié de ce taux correspond a des
veaux morts dans les 3 jours qui suivent la nasabdne autre étude analysant le taux de
mortalités des veaux avant 210 jours présente desées similaires (Fig. 16). En outre, elle
montre que les vélages sont plus frequemment itkffichez la Maine-Anjou (13,7%)
contrairement a la Limousine (2,5%) et a la Blodtquitaine (6,4%) (Fig. 16 ; Coutard et al.,
2007).

Ce taux de mortalité périnatale est di aux conditide gestation et de vélage, a la

physiologie maternelle et foetale et au comportemmatérnel apres la parturition.

Chez les femelles normales, la parturition peuedde 30min a 3h le temps que la partie
femelle du placenta se détache de la partie foeGdéte particularité permet aux échanges
circulatoires entre la mére et le veau de se pousnt tardivement, jusqu'a I'expulsion du
foetus. En bovins hypermusclés, les vélages sostrphides et spontanés ce qui peut en partie
expliquer 'augmentation de la mortalité périnat@@iesada and Cachafeiro, 1972). Les veaux
souffrent de macroglossie (augmentation du diandgréa langue) ce qui rend la succion des
mamelles difficile. Quant aux mamelles, elles pnésat une tétine plus élargie avec moins de
colostrum (Arthur et al., 1988). La production dé kst inférieure au besoin du veau de 20% au
2°™ mois et de 30% au™¥ mois (Vissac et al., 1974).
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Les difficultés de vélage entrainent un désint&és éleveurs pour ces races bovines
hypermusclées dans leurs troupeaux malgré les ayestde production dont ils peuvent
bénéficier.

Aujourd’hui des analyses d’associations généticaeed réalisées afin de corréler certains
caracteres avantageux avec d’autres dans le mtégrer des tests génétiques prenant en compte
ces parameétres dans la sélection bovine (Cervagitesl., 2010). A la suite de ces tests
génétiques, des croisements sont réalisés danstldebcréer une lignée améliorée pour sa
conformation musculaire tout en limitant I'appanitides caracteres désavantageux tels que les

difficultés de reproduction.

Néanmoins, il a fallu quelques décennies pour d@éter I'origine génétique de I'apparition

de ce phénotype hypermusclé.

6. Origine génétique du phénotype d’hypertrophie musculaire :
découverte du locus mh

Au 1F™ siécle, alors que les lois sur la génétique seatqonnues, les éleveurs attribuaient
I'apparition du phénotype hypermusclé a des fasteavironnementaux (processus de gestation,
age des reproducteurs et alimentation) qui infhuagair le potentiel de croissance. A partir du
début du 28™ siecle, il a rapidement ét¢ admis que la transamissle ce caractére
d’hypertrophie musculaire était héréditaire. Eregffes bovins hypermusclés n’apparaissaient
majoritairement pas de fagcon sporadique mais étgi@rout issu de croisement ou au moins
'un des deux parents était hypermusclé. Les hygsath furent nombreuses pour déterminer

I'origine génétique de I'apparition de ce phénotype

En 1928, Wriedt, (qui travaille sur la race Dan&hmorthorn), suggere un role causal d’un
seul facteur déterminant I'état de ce caractérecuolase héréditaire (Wriedt, 1928). I
ségrégerait de maniére mendélienne et sa dominseieat variable de telle sorte que les
hétérozygotes ne présenteraient pas obligatoireomatmusculature excessive mais plutdt un

phénotype intermédiaire voir conventionnel.

En 1935, Ibsen et Weber nuancent ce discours (Watzkbtbsen, 1935). Apres leurs propres
analyses de ségrégation par croisements dans wpetto d’Hereford, ils concluent au contraire
a I'existence d’'une récessivité partielle de ceefac
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Aprés l'observation d'un nombre important de radewines différentes dans de tres
nombreux pays qui présentent ce phénotype hypel&ualtiedt propose I'idée que I'apparition
de ce caractere n’est pas due a une unique mutgticse serait produite une seule fois, ce qui

appuie la pertinence et la légitimité de ces diifées hypotheses (Wriedt).

L’hypothese de I'existence de plusieurs mutatiom$ependantes au fil du temps et aux
quatre coins du monde persiste apres la concluiinliie par les américains lbsen et Weber
aprés avoir effectué leurs propres analyses deégétipns par croisements : ils ont comparé
leurs résultats obtenus a partir de la descenddackanimal Hereford hypermusclé de leur
troupeau avec les résultats décrits par Wriednetonclu qu’il n’y avait aucune corrélation ni
du facteur ni du mode de transmission de ce fa@etre les animaux hypermusclés décrits par
Wriedt et leurs animaux. Il est a noter que Mérissau contraire, suggere des années plus tard
que le phénotype hypermusclé viendrait de la rakertBorn qui aurait migrée des iles

britanniques vers le continent (Ménissier, 1982b).

En 1952, Kidwell appuie I'hypothése de I'action w'seul facteur a récessivité partielle

(Kidwell et al., 1952) de par ses études sur la Adtikaner-Angus.

Plus tard, une équipe espagnole décrira égaleneephénotype hypermusclé au sein de la
race Asturienne (Quesada and Cachafeiro, 1972)eBaétude, ils suggerent I'implication d’'un
seul géne A dont I'expression serait influencé pasecond gene B, avec pour chacun un alléle
fort (A ou B) et un alléle faible (a ou b). Le géAeentrainerait une prédisposition de I'animal
pour I'apparition du phénotype hypermusclé, phépetyui apparaitrait uniquement en présence
d’au moins un allele B. Ainsi, ont été associeded#nts phénotypes du muscle avec leur
génotype potentiel : « Culard » (AABB ou AaBB), ens-culard » (AABb ou AaBb),
«culardé » (aaBB ou aaBb), les normaux étant AABlapbb ou aabb. Ces résultats
expérimentaux confirment I'’hypothése selon laquitidgine génétique de I'apparition de ce
phénotype dépend essentiellement de la race béwkee. De plus, ils mettent en avant I'idée

d’'un gene majeur dont les effets seraient dépeadintexpression d’autres genes.

L’équipe belge de Hanset et Michaux (Charlier et H95; Hanset and Michaux, 1985a,
1985b) étudierent des croisements de bovins hymalésl de race Blanc Bleu Belge de
phénotype dit « viandeux » avec des bovins nonrnypsclés de race Friesan de phénotype dit

« conventionnel » (Fig. 17). lls prédirent I'existe d’un locus d’hypertrophie musculaire qu'ils
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{(mh/mh)

55 animaux phénotype conventionnel (+/mh)
53 animaux phénotype viandeux (mh/mh)

Figure 17 : Analyse de ségrégation de croisements expérimentaux dans la population Blanc
Bleu Belge.

Le locus mh suit une ségrégation mendélienne. mh : muscle hypertrophy.



nommerent le locush avec deux alléles en ségrégation ; l'un (+), lélal sauvage, et I'autre
mh, l'alléle partiellement récessif. Ainsi les phéms de type «viandeux » seraient de

génotypanhimhet les phénotypes de types « conventionnel »esdrde génotype +/+ oumh

lls ont donc croisé un animal de phénotype « viardeet de génotype suppas&mh, avec
un animal de phénotype « conventionnel » de geeosypposé +/+. La génération F1 était de
phénotype « conventionnel » de génotype suppas tles femelles F1 furent recroisées en
back-crossavec un male de phénotype « viandeux » de génastypeoséniymh La génération
obtenue était composée de 50% d’animaux de phématygnventionnel » (#fh) et 50% de
phénotype viandeux m(hmh) (Fig. 17). La ségrégation mendélienne de ce pigpro
d’hypertrophie musculaire dans les croisements raxgétaux appuie I'hypothese de I'existence
d’'un seul géne majeur autosomal récessif. De pas/|'étude plus précise des paramétres de
musculature des veaux issus des croisements, nidurent que et je cite « La présence d’'une
discontinuité dans la régression du pourcentageedax culards sur le degré de musculature des
parents est incompatible avec un modele polygéraggeuil [...], un seul gene majeur (symbole
mh) est en jeu mais on montre qu’une variation géunétiadditionnelle [...] joue un réle dans
I'expression du caractere ». Par « variation gguoétiadditionnelle », il faut comprendre que
I'expression du géne en jeu serait sous linfluergmastatique de I'expression de genes
modificateurs ». La ségrégation mendélienne obse(f#y. 17) a conforté I'équipe Belge a
cartographier le locusnh Pour cela, ils ont utilisé des microsatellitepandis sur les 29
autosomes bovins de maniére a couvrir uniforméreegenome bovin (Charlier et al., 1995).
Grace a des analyses de liaison, ils ont pu larales locusmh au niveau du chromosome 2

bovin, a 2cM du marqueur TGLA44, ce qui prouve iséence de ce géne majeur autosomal.

Alors que ces recherches se poursuivaient, un gejeur du développement musculaire a
été identifié, c’est le gen@DF8 pour Growth Differentiation Factor 8ou plus communément

appelé le genmyostatingMcPherron et al., 1997).
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II. La myostatine : géne majeur du développement musculaire

1. Découverte du gene myostatine

Le gene GDF8myostatinea été découvert en 1997 par I'équipe du Dr. Lebsde
laboratoire de génétique et biologie moléculairédriversité de médecine Johns Hopkins dans

le Maryland aux Etats-Unis (McPherron et al., 1997)

C’est un projet de recherche ayant pour objedtiklitification de protéines essentielles au

bon développement embryonnaire des mammiferes, agticydier celles appartenant a la

superfamille des TGB; qui est a I'origine de cette découverte.

a) La superfamille des TGF-f3

En 1978, une équipe menée par le Dr. Todaro dstifit National contre le cancer dans le
Maryland identifie de nouveaux polypeptides assimih des facteurs de croissance grace a un
modéle de fibroblastes de souris transformés psardeoma-virus (de Larco and Todaro, 1978).
CesTransforming Growth Factorsouvellement nommeés ont les propriétés dans utelece
induite de pouvoir la modifier morphologiquementd&iccélérer sa croissance. De plus, ils ont
montré que ces polypeptides pouvaient agir & lpar le récepteur a 'EGF déja connu alors,
mais pas uniquement. Croyant dans un premier tequpsces polypeptides ne pouvaient étre
produits que par les cellules transformées pamteosna-virus, ils ont ensuite pu démontrer

I'existence biologique de ces polypeptides dangidess sains (Roberts et al., 1980, 1981).

Par la suite, ce3ransforming Growth Factorent été divisés en deux superfamilles : les
TGF-u et les TGH3 (Roberts et al., 1983). Les membres de la prencigiégorie ont leurs voies
de signalisation qui passent obligatoirement paréeepteur a 'EGF tandis que ¢a n’est pas le
cas pour les membres de la deuxieme catégorie rElm@résence de 'EGF ou d'un EGF-like

semble nécessaire a leur bon fonctionnement.

Aujourd’hui, les Transforming growth factorg-sont définis comme étant des cytokines

morphogenes gouvernant un vaste panel de processiéseloppement chez 'embryon ainsi
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que I'homéostasie et la régénération tissulaire thdulte. Ces protéines jouent un rdle dans la
croissance, la prolifération, la migration, la diinciation et la survie cellulaire mais aussi dans
la formation de la matrice extracellulaire. A unatra échelle, elles ont un rdle dans
I'adipogenése, la chondrogenése, la myogenésenditaboiese et la différenciation des cellules
épithéliales. Des défauts de leurs activités petuestrainer des pathologies telles que le cancer,
les maladies cardio-vasculaires, musculo-squelstticet fibreuses (pour revue Horbelt et al.,
2012).

Le 1*" membre de la superfamille des TG avoir été identifié est TG~ extrait a partir
de plaquettes humaines (Assoian et al.,, 1983). Beppléthore d'études ont permis
I'identification de plus d’'une trentaine de membdescette superfamille qui se divise elle-méme
en plusieurs sous familles selon les propriétéscttrales de ses membres, les voies de
signalisation impliquées et leurs fonctions tissak Trois sous familles ont ainsi pu étre
distinguées : les TGPB; les activine/inhibine et les DVRDgcapentaplegic-Vg-Relatgd
comprenant les BMPBpne Morphogenetic Protdinet les GDF Growth Differenciation
Factor).

b) Identification du gene myostatine

Les travaux réalisés en 1997 chez la souris danableratoire du Dr. Lee consistent en
I'utilisation d'oligonucléotides dont les séquencemt été savamment dessinées pour
correspondre a des régions géniques conservéedasgees membres de la superfamille des
TGF- tout en étant dégénérées a certains endroitsol@gmucléotides sont ensuite utilisés
comme amorces en PCR afin d’obtenir un pool de esdmps amplifiées soit a partir de génes
déja connus soit a partir de nouveaux genes. Leigesées amplifiées a partir de genes déja
connus sont ensuite éliminées par I'hybridationsdede leur correspondant ce qui permet de
conserver uniquement les séquences ne correspoadantun géne connu. Ces séquences
d’ADN sont ensuite elles-mémes hybridées a une UmmtjADNc produite a partir d’ARNmM
extrait de moelle osseuse et d’ovaire. L'utilisatales ADNc comme sonde d’hybridation permet
d’isoler, d’'identifier et de caractériser les gemesrespondants mais également d’obtenir le
transcrit dans sa totalité (Okayama and Berg, 198dtte technique a ainsi conduit a
I'identification entres autres d@DF3 et GDF9 (McPherron and Lee, 19933DF5, GDF6 et
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GDF7 (Storm et al., 1994)GDF10 (Cunningham et al., 1995), &DF11 et GDF8/myostatine
(McPherron et al., 1997).

Cette étude et celles qui ont suivis ont permishddennaitre un peu plus sur le géne

myostatined’en établir son profil d’expression, sa struetat sa fonction biologique.

c) Profil d’expression

Les premiéres expériences de détection du proBkmtession des transcrits du gene
myostatineont été réalisées également par I'équipe du De.dteez la souris par hybridatiam
situ (McPherron et al., 1997). Les transcrits du geryestatinesont détectés a des stades trés
précoces au niveau des somites en développemeri giésr 9.5pc pour les somites les plus
matures puis I'expression des transcrits du gagestatines’étend a tous les somites et enfin
dans I'ensemble du compartiment myotomique au cdurdéveloppement. A I'age adulte, les
transcrits du genenyostatinevoit leur expression quasiment restreinte au nivéa muscle
(Kambadur et al., 1997; McPherron et al., 1997) p@#il d’expression suggere un role de la
myostatine dans le controle de la croissance tessfimusculaires au cours du développement

musculaire embryonnaire, foetal et post-natal.

De plus, des transcrits du gémgostatinebovin, ovin et murin ont été détectés dans dw tiss
cardiaque foetal et adulte, ce qui suggere que tstagne aurait un réle cardiaque deés les stades
précoces du développement (Sharma et al., 1999).e8pression dans le cceur laisse penser
gu’elle aurait un role dans la prolifération etdifférenciation des cardiomyocites en contrélant
la progression du cycle cellulaire (Sharma et 4899). Son expression dans des tissus
pathologiques comme le coeur apres un infarctupéaiser que la myostatine tiens un réle dans

le cas de conditions physiopathologiques.

Une autre équipe a pu observer son expressiornvaawnde la glande mammaire en lactation
chez le porc, indiquant un rdle potentiel de la stgtne au cours du développement mammaire

ou au cours de la lactation (Ji et al., 1998).

Enfin, des transcrits du gémeyostatineont également pu étre identifiés dans les cellules
mitrales des neurones du bulbe olfactif et du codiéactif (Iwasaki et al., 2013; Jeanplong et
al., 2013), dans de I'épiderme et du derme (Zhangl.e 2012a) et dans du tissu adipeux
(McPherron et al., 1997).
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Figure 18 : Transcrits canoniques et transcrits alternatifs du géne myostatine chez différentes
especes.



Avant de décrire plus en détail les roles biologgjale la myostatine dans le muscle et a
moindre niveau dans le tissu adipeux, je vais famepoint sur la structure de la myostatine
(structure du gene et de la protéine), son exmesssa régulation a différents niveaux

(transcriptionnel, post-transcriptionnel et posttictionnel) et sur ses voies de signalisation.

2. Structure et transcrits du gene myostatine

a) Structure du gene et homologies entres espéces

Chez I'homme et le bovin, le gémeyostatineest localisé sur le chromosome 2 (2932.2 et
2914-15 respectivement) tandis qu’il est sur leonfosome 1 chez la souris (1 C1.1;1 26.99
cM). Il est constitué de 3 exons codants et 2 nm#rd_es séquences codantes humaines et
bovines présentent 91,1% et 89,1% d’homologie deeséquence murine respectivement
(Grobet et al., 1997; Kambadur et al., 1997). Lex@s codent pour une protéine de 375 acides
aminés chez 'homme et le bovin et 376 acides asnit@z la souris. La partie bioactive de la
protéine est codée par I'exon 3 quelque soit I'espétudiée. La séquence protéique bovine
prédite présente 92,5% d’identité avec la séquenagine (Grobet et al., 1997; Kambadur et al.,
1997).

Chez 'hnomme, l'intron 1 est de 1789-pb et l'intr@nest de 2424-pb (Fig. 18). Trois sites
d’initiations de la transcription a -76, -116 e66lont été mis en évidence (Gonzalez-Cadavid et
al., 1998).

Chez la souris, l'intron 1 est de 1742-pb et lamr2 est de 1995-pb (Fig. 18). Le site
d’initiation de la transcription connu est localis@3 nucléotides en amont du codon d’initiation

de la transcription.

Chez le bovin, l'intron 1 est de 1831-pb et I'intrd de 2033-pb (Fig. 18). La région 5UTR
connue est de 133-pb en amont du codon d'initiatierla traduction et au moins 3 sites de
polyadénylation ont pu étre mis en évidence dansé¢pon 3'UTR qui peut donc étre de
longueur variable ; 1320-pb, 1431-pb et 1506-phr{gng et al., 2001).

Le génemyostatineest retrouvé dans d’autres espéces de mammiféessaussi chez les

oiseaux et les poissons. Entres autres, il est missuvé chez le rat, le babouin, le porc, le
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bovin, l'ovin, le cheval, le mouton, le poulet, thnde et le poisson zébre avec toutes les
caractéristiques du gemayostatinemurin. La séquence qui constituera la partie actle la
myostatine est homologue a 100% entre la sourigtld’homme, le porc, le poulet et la dinde
tandis que chez le bovin, I'ovin et le babouin elkediffere que de 1 a 3 acides aminés. Chez le
poisson zébre en revanche, cette partie de la atymsin’est homologue que de 88% par rapport
a la séquence murine (McPherron and Lee, 1997).

Chez le poisson, bien que des différences existangs les différentes espéces, les transcrits
du génemyostatinesont détectés dans plus de tissus que chez lesnifenes : le muscle
squelettique, le cerveau, les yeux, le systemestifgées filaments branchiaux, les gonades, les
reins (Rodgers et al., 2001). Cette détection seggee action de la myostatine dans le contréle
homéotique de ces tissus selon les espéeces deommiss pas une action qui se limiterait au
controle de la croissance musculaire. La myostapinarrait donc avoir un rdle dans la
myogenese, dans l'osmorégulation (expression bralegh dans le maintien des tissus
reproductifs (expressions dans les ovaires et desstesticules) dans la croissance et le
développement neuronal (expression dans le cenaau)chez le poisson contrairement aux

mammiferes, continue tout au long de la vie (Roslgerl., 2001).

Chez le tilapiaOreochromis mossambices le bar blanélorone chrysoppar exemple, ont
été identifiés des isoformes du gangostatineavec des séquences codantes de 1128-pb (pour
une protéine de 376 acides aminés) et de 1131-@lr (ne protéine de 377 acides amines)
respectivement (Rodgers et al., 2001). Ces ségseroat homologues a 62% et 73%
respectivement par rapport a la myostatine de mé&menau niveau de la séquence proteique
totale, et homologues a 91% et 95% si on n'anajysela partie bioactivRodgers et al., 2001)
Chez ces espéces de poisson, I'expression durggostatinea pu étre détectée dans le muscle
squelettique, les yeux, les filaments branchiaesg, dvaires, le systeme digestif et le cerveau
mais pas dans le foie, les reins, I'estomac owdeargRodgers et al., 2001).

Une duplication ancestrale (350 000 000 ans) gextuite entrainant la production de deux
isoformes MSTN1 et MSTN2 chez certains poissorsostéens (Amores et al., 1998; Kerr et
al., 2005; Postlethwait et al., 1998) comme c’'estas pour la dorade royafparus aurata
(Maccatrozzo et al., 2001). La trétraploidisati@s dalmonidés (25 000 000-100 000 000 ans) a
conduit a une nouvelle duplication qui a entrait@@roduction de quatre isoformes du gene

myostatingPhillips and Rab, 2001) comme chez la truitearazielOncorhynchus mykiss
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(Garikipati et al., 2006, 2007; Roberts and Go2@f)1) et le saumoBalmo salar(Ostbye et al.,
2007; Dstbye et al., 2001) : MSTN1a, MSTN1b, MSTN2&TN2b (Fig. 18).

Chez les invertébreés, le gengostatinea pu étre identifié chez la drosophDeosophila
melanogasteLo and Frasch, 1999) la coquille Saint-Jacqdegopeten irradiangKim et al.,
2004) et chez deux membres de la familles des és@tna intestinaliset Branchiostoma
belcheri tsingtauensgXing et al., 2007). L'identification du géemeyostatinedans ces especes a
permis de dater I'apparition du géngyostatinea 900 000 000 d’années avant la divergence

entre amphibiens et mammiféres (Xing et al., 2007).

b) Différents transcrits par épissage alternatif

Ainsi, bien que des différences soient observéas &s especes, le gemgostatingoroduit
un transcrit canonique de structure tres similelivez la plupart des espéeces étudiées, surtout au
niveau de la partie exoniqgue codant pour la paibactive de la protéine. Néanmoins, des
isoformes de ces transcrits par épissage alteroitieté identifiés chez certaines espéces (Fig.
18). C’est notamment le cas chez le cr@eearcinus lateralisla truiteOncorhynchus mykiste
poulet, le canard, le mouton, le dauphin, le pdrtaevache (Castelhano-Barbosa et al., 2005;
Covi et al.,, 2008; Garikipati et al., 2007; Jeangleet al., 2013). Chez le craligecarcinus
lateralis, la myostatine produite est de 497 acides amlbédranscrit alternatif a été identifié. Il
présente une délétion de 24 nucléotides qui emti&@pparition d’'un codon STOP prématuré et
la production d’une protéine tronquée de sa paitactive (Covi et al., 2008). Par ailleurs, les
quatre isoformes transcriptionnelles du gammstatinesont retrouvés chez la truite arc-en-ciel :
MSTNla MSTN1b, MSTN2a et MSTN2b (Fig. 18). Par l@gence de deux codons STOP
prématurés dans I'exon 1 de MSTN2b, les auteurswggére que MSTN2b est un pseudogéne
(Garikipati et al., 2007). De plus, un transcrieatatif du génenyostatinea pour la premiére
fois été découvert récemment chez les mammiférestrahscrit, appelé MSV, a d’abord été
identifié chez le mouton, et a été aussi retrouwezde porc, le dauphin et la vache (Fig. 18,
vache b ; Jeanplong et al., 2013). Ces transdté@matifs qui produisent une protéine tronquée
de sa partie bioactive semblent avoir un role mhggique puisqu’ils permettraient une

régulation négative de la myostatine.

Nous verrons par la suite que les séquences cadanten codantes (promoteur, séquences

introniques et séquences non codantes régulatdceg@namyostatinesont la cible d’'une
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Figure 19 : Séquence peptidique et maturation de la myostatine.

A, Séquence peptidique de la myostatine. B, Maturation de la myostatine. La forme précurseur de la
myostatine se dimérise immédiatement et subit une succession de clivages : clivage du peptide signal et
de la partie C-terminale. La partie C-terminale dimérique reste liée de fagon non covalente a la partie N-
terminale. Un troisieme clivage dans le propeptide permet la libération de la myostatine dimérique

mature et bioactive.




régulation fine et que des mutations dans ces ségaepeuvent aboutir a la production de

transcrits et/ou de protéines anormaux avec desegorences phénotypiques séveres.

3. Structure et régulation de la myostatine

Grace a I'obtention du transcrit entier du gemgostatingsa séquence protéique entiere a pu
étre prédite. Elle posséde toutes les caractéaresig'un membre de la superfamille des TEF-
incluant (Fig. 19 ; McPherron et al., 1997) :

- un peptide signal contenant des acides aminés plgdb@s pour la sécrétion
- un site de clivage protéolytique

- une région C-terminale riche en résidus cystéinenpgant la formation de ponts
disulfures intra et intermoléculaire participamisaiau repliement de la protéine et a sa
dimérisation.

a) Maturation

La myostatine est dans un premier temps synthésisae une forme précurseur (Fig.19B)
qui va immédiatement se dimériser au niveau dedeacaminés cystéine en formant des ponts
disulfures (Taylor et al., 2001). Ensuite, la mybiste va subir deux premiers clivages (Fig.
19B). Le premier, dans sa partie N-terminale vanedtre de retirer le peptide signal constitué
des 23 premiers acides aminés (Fig. 19A et B), foie que la protéine eu été adressée et
transloquée dans le réticulum endoplasmique. Lengkclivage se produit au niveau du site
protéolytique de clivage RSRR (acides aminés 264ekz la souris et 263-266 chez 'homme
et le bovin) consensus des autres protéines merdbrizssfamille des TGB-(Figure 19A et B).

Ce second clivage protéolytique est réalisé pdutleme, aussi appelée PACPaired basic
amino acid cleaving enzyimenmembre de la famille desubtilisin-like proprotein convertase
(Lee and McPherron, 2001; Wise et al., 1990), aeau de I'appareil de Golgi (Thomas, 2002).
La myostatine est donc une protéine qui est ségrétie est circulante dans le sang (Gonzalez-
Cadavid et al., 1998). La partie C-terminale dipéei reste associée de fagcon non covalente au
propeptide sous la forme d’'un complexe latent (LAP¥st un troisieme clivage au niveau du
propeptide qui va permettre la libération de latipa€-terminale dimérique de la myostatine

(Fig. 19A et B), partie mature et bioactive (~25kD@e clivage se produit entre les acides
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Figure 20 : Modeéles de la maturation et de la sécrétion de la myostatine.

Les fleches noires indiquent le modéle connu. Le précurseur dimérique de la myostatine associé a LTBP
dans le réticulum endoplasmique en est libéré dans I'appareil de Golgi par le clivage effectué par la
furine au niveau de la séquence RSRR. La partie C-terminale dimérique forme un complexe latent qui est
sécrété dans le milieu extracellulaire. La myostatine mature et bioactive est libérée par un clivage dans
le propeptide par BMP1-Tolloide. Les fleches rouges indiquent le modele proposé par Anderson et al.,
2008. Le précurseur dimérique reste associé a LTBP avec lequel il est sécrété dans le milieu
extracellulaire et séquestré par la matrice extracellulaire. Le précurseur dimérique se libére de LTBP par
le clivage effectué par la furine. La myostatine mature et bioactive est libérée apreés le clivage par BMP1-
Tolloide (Anderson et al., 2008). LTBP : Latent transforming growth factor ; BMP : Bone morphogenetic
factor.



aminés Arg-98 et Asp-99 (Wolfman et al., 2003; Ziemmet al., 2002). L’injection d’'une
protéine recombinante pour un propeptide muté weaani de I'Asp-99 chez la souris entraine
une augmentation de la masse de chaque musclestqued de 18-27%, ce qui est deux fois
plus élevé qu’aprés injection d’anticorps anti-ntgtise (10-16%) (Wolfman et al., 2003). Ces
données montrent donc que la présence de l'acideéaaspartate semble essentiel pour ce
clivage ce qui suggére limplication de membres lde famille de métalloprotéinase
BMP1/Tolloide qui coupent généralement juste auamtrésidu aspartate. Les analyses des
difféerents membres de la famille des BMP1/Tollo$dspecte principalement une implication de
TLL2 car son expression est restreinte au musalelstfique et au cerveau (Scott et al., 1999).
Les études ont également pu montrer une activaegoia myostatine, a partir du complexe latent
purifié, par incubation a 80°C pendant 5min (Wolfn&t al., 2003) ou aprés traitements par des

acides (Zimmers et al., 2002).

Bien que la myostatine soit retrouvée en majooiésssa forme latente LAP dans le sérum, il
a été montré qu’elle pouvait également étre regewsous une forme précurseur associée a une
protéine appelée LTBPL&tent TGFS Binding Protein au niveau du muscle squelettique
(Anderson et al., 2008). La famille des LTBP eststituée des LTBP1 a LTBP4. Ce sont des
glycoprotéines sécrétées a multidomaines qui peumggragir avec la matrice extracellulaire.
LTBPS3 est celle qui est la plus exprimée au nivéaunuscle squelettique. Le modele suggéré
par I'équipe d’Anderson (Fig. 20) est que LTBPJige a la promyostatine dés sa translocation
dans le réticulum endoplasmique pour former un dexepdit « large »L{arge Latent Complgx
qui sera sécréteé tel quel dans le milieu extraleetkipour étre ensuite séquestré dans la matrice
extracellulaire. Un clivage extracellulaire parflaine permettrait la libération du précurseur de

la partie mature et active de la myostatine (Fig; 2nderson et al., 2008).

LTBP3 n’est pas la seule molécule régulatrice denjmstatine. La myostatine subit une
régulation fine a chaque étape de sa productioa,cgusoit au niveau génique (régulation du
promoteur), transcriptionnel (régulation de la seiption et de la maturation des ARNm), ou

protéique (régulation post-traductionnelle et sétra¢ion protéique).
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b) Régulations de la myostatine

Régulation transcriptionnelle

Des analysedn silico de la séquence promotrice bovines ont permis wfifier 1 boite
CAAT (-73 a -69-pb) et 3 boites TATA dans les 4@rgs de bases précédent le site d'initiation
de la transcription. Un site de liaison de la pr&é@VEF2, 10 E-box (sites de liaison de MRF :
CANNTG), des sites de liaisons aux protéines ARAn@mbre de 2), GATA, GATAL, GATA2
et GATAS3 sont répartis dans les 1600pb de séqu@néeédent le site d'initiation de la
transcription, nécessaires a la transcription doegéSpiller et al., 2002). Ces séquences
promotrices ont 79% d’homologie avec la séquencmdme, 68% d’homologie avec la
séquence murine et 64% d’homologie avec la séquameeotrice porcine. Le nombre d’E-box
varie selon I'espece, 12 chez 'homme, 10 chezolrbet 8 chez le mouton par exemple, et
certaines sont conserveées entres especes (Du20@i,; Ma et al., 2001; Spiller et al., 2002). Le
promoteur du geénenyostatineest aussi constitué de séquences spécifiquesadmrii de
protéines des familles FoxO et SMAD (Allen and Wmtan, 2007; Forbes et al., 2006). Les
études ont montré une augmentation de I'activitpaumoteur du genmyostatineen présence
de FoxO1, de TGB-ou de protéines SMADs telles que SMAD2, SMAD3 giA®4 (Allen and
Unterman, 2007). De plus, SMAD7 joue un rble damsdgulation négative de I'activité du
promoteur du geneyostatine(Forbes et al., 2006). Des délétions dans les dieliaison des
protéines FoxO ([C/G]J[A/T]JAAA[C/A]JA) dans des comattions plasmidiques contenant le
promoteur du genmeyostatineentrainent une nette diminution de I'activité dompoteur du gene
myostatineen présence de FoxO1 dans des cellules myoblastigdlen and Unterman, 2007).
Il est a noter que les promoteurs des gemgsstatinebovins et humains semblent répondre a un
moindre degré a un signal donné par des protéiads thmille FoxO comparé au promoteur du
génemyostatinemurin (Allen and Du, 2008). Le promoteur du gémgostatinemurin comporte
4 sites FoxO, tandis que le promoteur du gayestatinebovin en comporte 3 sites (Allen and
Du, 2008). L'inactivation du site FoxO supplémerganurin entraine une diminution de moitié
de l'activité du promoteur (Allen and Du, 2008). pkis, le promoteur du gerayostatine
murin est significativement plus actif que le praew du génenyostatinebovin. A partir du
méme muscldongissimus dorsialors que le taux de transcrits contrbles de GAPEst
identique, le taux de transcrit du gemgostatineest plus faible chez le bovin que chez la souris

(Allen and Du, 2008). Enfin, le promoteur du gémgostatinemurin apparait 25% plus actif
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que le promoteur du gemeyostatinebovin ou humain dans des cellules C2C12 myoblassiet

3 fois plus actifs dans des myotubes (Allen and 2Z008). Ces différences entres espéces de
I'activité du promoteur du gémayostatingoourraient étre expliquées par les différences ¢em
séquences consensus importante dans la régulatiosctiptionnelle : boite TATA, séquences
CACCC, séquences riches en A/T (Allen and Du, 2008)

En plus de posséder des séquences consensussde Bailes facteurs de transcription de la
famille des MRF, les étuden vitro ont pu démontrer I'effet de ces liaisons sur Rat# du
gene. En effet, il a été montré que MyoD, Myf5 eER2 étaient des régulateurs de la
transcription du génmyostating(Spiller et al., 2002). MyoD est capable d’actilepromoteur
du génemyostatinegtandis que la myostatine est capable de modultrube de MyoD dans des
myoblastesn vitro (Spiller et al., 2002). De plus, l'activité du pnoteur du génenyostatine
coincide avec I'expression de MyoD. En effet, Ihaité du promoteur du genmyostatineest
plus élevée en phase G1 du cycle cellulaire qu'@mGqu’en G1/S. L'expression de MyoD qui
est absente en phase GO, la plus élevée en Ghuwtiren G1/S et réaugmente de la phase S de
réplication a la phase M de mitose. Enfin, 'exgies de MyoD et de la myostatine coincident
de maniere temporelle puisqu’elles ont toutes dauyic d’expression a 90 jours de gestation
chez le bovin (Spiller et al., 2002).

Des analysef vitro de I'activité du promoteur dans des cellules narsenlaires ont pu
démontrer la nature « muscle-spécifique » du prearotlu génemyostatinepuisque dans ces
cellules non musculaires le gene rapporteur avatexpression 4 fois moins élevées que dans
des cellules musculaires (Spiller et al., 2002).

La séquence promotrice humaine contient aussi tends liaison a la protéine PPAR-
(peroxisome proliferator-activated receptgy-une région homologue a la séquence consensus
du site de liaison de NF-kB et deux séquences osnsed’éléments de réponse a 'AMPc (Ma
et al., 2001). Selon les espéces, elle peut aosgemir des éléments de réponses a des hormones
comme les androgénes (ARBNndrogen response elemgna progestérone (PREprogesterone
response elemeitles hormones de la thyroide (TREhyroid hormone response elementsu
les glucocorticoides (GREglucocorticoid response elemen{Bu et al., 2007; Ma et al., 2001).
Les glucocorticoides sont largement utilisés eneuiég pour soigner des maladies allergénes,
immunologiques, inflammatoires ou cancéreuses. @kp", les glucocorticoides sont aussi

connus pour induire en retour de I'atrophie mudeceld.es analyseis vitro ont montré que la
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Figure 21: Schéma des régulations post-transcriptionnelle par les miRNAs du muscle,
impliqués dans la balance entre synthése et dégradation protéique.

MiR-1 et miR-206 inhibe la traduction d’IGF-1. MiR-133 inhibe la traduction d’IGF-1R. En inhibant PTEN,
miR-486 permet une régulation positive d’Akt. MiR-486 inhibe la traduction de FoxO. L'expression de
miR-486 et miR27a/b sont sous l'influence de la voie de signalisation de la myostatine. La myostatine est
elle-méme régulée négativement par miR-27a/b, miR-208a/b et miR-499 (modifié de Hitachi and
Tsuchida, 2013). MSTN : myostatin ; Akt : Protein kinase B; FoxO : Forkhead box protein O; IGF-1:
Insuline-like growth factor 1 ; IGF-1R Insuline-like growth factor 1 receptor : MAFbx : Muscle atrophy F-
box ; MuRF1 : Muscle RING-finger protein 1; TORC1 : mTOR/RAPTOR ; mTOR : mammalian target of
rapamycin ; RAPTOR : Regulatory-associated protein of mTOR ; PTEN : Phosphatase and tensin homolog.



déxaméthasone, une hormone glucocorticoide de ésmthentraine une augmentation de
I'activité du promoteur humain (Ma et al., 2001 )ogin (Du et al., 2007) du gemaeyostatinede
facon dose-dépendante, ce qui conduit a une augtimntdu taux de transcrit du gene
myostatinea la perte de masse musculaire et a une pemngadse corporella vivo (Ma et al.,
2003). Néanmoins, les analyses effectuées a pautippromoteur murin contredisent ces
conclusions puisqu’ils montrent d'une part que tidt® du promoteur n’'est pas
significativement différente avec ou sans traitetmérla déxaméthasone et d’autre part que
méme si le taux dARNmM du gémsyostatineest multiplié par deux, le taux de pré-ARNm est
équivalent avec ou sans traitement a la déxamétbagdlen and Loh, 2011). Ces conclusions
suggerent donc I'implication de régulations poatfcriptionnelles additionnelles impliquant

potentiellement I'action de microARN.

Régulation post-transcriptionnelle par des miRNA

Les microARN (miRNA) sont de petits ARN non codadtenviron 22 nucléotides d’abord
transcrits sous une forme précurseur : pri-miRNAs pri-miRNA subissent une série d’étapes
de maturations qui permettront la production de pests ARN. Les miRNA ciblent des
séquences spécifiques de 7 a 9 nucléotides dasgdesnces 3'UTR de leurs genes cibles. Par
complémentarité totale ou partielle, les miRNA saapables d’inhiber la traduction des
transcrits cibles par répression ou dégradationtrdascrit. Les miRNA jouent un réle
fondamental dans la régulation de I'expression @émniau cours de processus biologiques tels
que I'homéostasie, la prolifération, la différenma, la régénération cellulaire et la
tumorigénese impliqués dans des processus phygjakEsgau cours du développement et a I'age
adulte comme la croissance musculaire. Des miRNg&iBgues du muscle ont été identifies, se
sont les myomiR dont font partie : miR-1, miR-138ahiR-206, miR-208a/b, miR-499, et miR-
486. Certains d’entres eux sont impliqués dan®dmlation de la voie IGF-1/Akt, tandis que
d’autres sont impliqués dans la régulation de li@ vanonique de la myostatine via les SMADs
(Fig. 21 ; pour revue, Hitachi and Tsuchida, 2013).

MiR-208a/b et miR499 proviennent de seéquences geésigntroniques de génes codants
pour la chaine lourde de la myosine (MYH), les gemghg myh7 et myh7brespectivement.
MiR-208a est exclusivement exprimé dans le musatdiaque tandis que miR-208b et miR-499
sont exprimés dans le muscle cardiaque et squglettie genenyostatinecontient des sites
cibles potentiels de ces miRNA dans sa séquenceR’'U
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La surexpression de miR-208a dans le muscle cardiagntraine une hypertrophie
musculaire du cceur. Les auteurs ont démointreitro que ce phénotype est associé a une

inhibition des transcrits du géngyostatingpar miR-208a (Callis et al., 2009).

Bien que le genenyostatinecontienne des sites cibles potentiels des miRNR-208b et
miR-499, l'association directe entre ces miRNA ex transcrits du géenmyostatinen’est pas
claire, méme si leur role dans la croissance mageugst indéniable (Bell et al., 2010; Callis et
al., 2009). Néanmoins, il a été montré qu'apres imgestion d’acides aminés essentiels
I'expression de ces miRNA est augmentée tandis lgx@ression du génenyostatineest

diminuée (Drummond et al., 2009).

MiR-27a et miR-27b sont deux miRNA non spécifiquis muscle également impliqués
dans le controle de la croissance musculaire ettayae séquence cible potentielle dans la
région 3'UTR du génenyostatine |l a été montré une surexpression de miR-27b tatssu
musculaire d’animaux de race bovine Piémontaisetmpsclée qui pourrait étre corrélée avec
la baisse du taux de protéine myostatine obseMé@etfi et al., 2013). Les analysasvitro ont
confirmé que miR27a et b sont capables de s’agsacieur séquence cible dans la région
3'UTR du génemyostating afin de réguler directement la stabilité et ladtrction de la
myostatine et de moduler ainsi positivement laifina@tion cellulaire (Allen and Loh, 2011 ;
Huang et al., 2012; McFarlane et al., 2014; Mirettal., 2013; Yang et al., 2014). L'expression
de miR-27a et b serait régulée par la myostatihe-nreémevia sa voie de signalisation
canonique des SMADs, ce qui met en évidence uneetieltboucle de rétrocontréle négatif de
la myostatine (McFarlane et al., 2014). En outreplkis d'un effet positif des glucocorticoides
sur I'expression de la myostatine, il a été moniméeffet négatif sur I'expression de miR-27a,
dont le taux de transcrit est divisé par deux apetement a la déxameéthasone (Allen and Loh,
2011).

Enfin, comme décrit precédemment, miR-1 et miR-2@Mt capables de réprimer la
traduction de la myostatine en s’appariant a léer gble illégitime créée aprés une mutation

dans la séquence 3'UTR du gangostatinechez le mouton Texel (Clop et al., 2006).

Ces données montrent donc que la régulation passdriptionnelle du gemayostatingpar
les mIRNA est un élément majeur dans la régulatien I'expression de la myostatine.

Néanmoins, une fois la myostatine produite, elleramit avec d’autres protéines capables
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d’empécher sa fixation sur son récepteur par sé@ies intracellulaire, dans la matrice

extracellulaire ou dans le milieu extracellulaite dans le sérum.
Régulation post-traductionnelle de la myostatine

Séquestration intracellulaire

Certaines protéines sont capables d’interagir &ve@ayostatine de fagcon intracellulaire afin
d’en limiter sa sécrétion, c’'est le cas de la b&gine aussi appelée titin-cap (T-cap) et la
protéine hSGT Human small glutamine-rich tetratricopeptide repeahtaining proteip
(Nicholas et al., 2002; Wang et al., 2003).

La téléthonine est une protéine sarcomérique eXdarirdans le muscle cardiaque et
squelettique (Valle et al., 1997). Elle est impégqudans la réorganisation du cytosquelette au
cours de la myofibrillogénése et joue un réle densiaintien des myofibrilles. Des mutations
dans le géne téléthonine peuvent entrainer I'apparde la dystrophie musculaire des ceintures
de type 2G (Moreira et al., 1997, 2000). Les é&udlmteraction, par un systéme double hybride
chez la levure, ont montré que la téléthonine aphble d’interagir avec la partie C-terminal
bioactive de la myostatine dans des cellules C2&it2d’en inhiber sa sécrétion ; les cellules
C2C12 surexprimant la téléthonine proliferent plite que les cellules contrdles et sécretent un

taux moins élevé de myostatine (Nicholas et abD220

La protéine hSGT est ubiquitaire chez 'lhomme. Ht#ee un rble chaperon dans la
maturation et la conformation protéique. Les étud@steraction, la encore par un systéme
double hybride chez la levure, ont montré que I'iS@uvait interagir avec la partie N-
terminale de la promyostatine, soit les 23 premagigdes aminés constituant le peptide signal.
Ainsi, 'lhSGT modulerait la sécrétion de la myostat(\WWang et al., 2003).

Séquestration dans la matrice extracellulaire

La décorine est un membre de la famille des pptdagoglycanes riches en leucine (SLRP :
Small Leucine-Rich ProteoglycanElle est constituée d'un coeur protéique compdsé
séquences de leucines répétées et d'une chaineludesgminoglycane (macromolécules
glucidiques formant d'importants composants desicesatextracellulaires des tissus conjonctifs)
de type dermatane (cartilage élastique, cartilagdirh os, derme, cornée) /chondroitine sulfate

(derme, tendon, ligament, cartilage fibreux). Laatéhe se lie a certaines fibrilles de collagéne
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de la matrice extracellulaire afin de stabilisex fibres de collagéne. Des étudiewitro ont pu
montrer que des cellules C2C12 ne produisant ptudédorine présentaient une accélération du
processus de différenciation terminale avec unenaatation de I'expression de la myogénine et
de la créatine kinase (Riquelme et al., 2001). |IRdechnique de résonnance plasmonique de
surface, les études ont montré que la décorineapstble d’agir sur la croissance cellulaire en se
liant a la myostatine afin de la séquestrer dansnddrice extracellulaire pour I'empécher
d’interagir avec son récepteur (Miura et al., 200§)rés une blessure, les souris déficientes
pour le genenyostatingprésentent un retard dans la cicatrisation deguménéré par un retard
dans la ré-épithélisation de I'épiderme et darsolaraction cutanée. Ces souris déficientes pour
le genemyostatineprésentent une augmentation du taux d’expresstadiécorine, ce qui
entrainerait une inhibition de TG4 et I'apparition de ces défauts de cicatrisa(@hang et

al., 2012a).

Par la technique de résonnance plasmonique, ldegtint aussi pu mettre en évidence une
interaction entre la laminine, protéine de la ncatextracellulaire, avec la myostatine et/ou son

récepteur ActRIIB afin de réguler sa voie de siggadion (Yasaka et al., 2013).

Séquestration dans le sérum

La protéine follistatine, FLRG Fpllistatin-Related Gernje GASP1 Growth and
differentiation associated serum proteip et le propeptide de la myostatine peuvent sealier
complexe C-terminal dimérique de la myostatineutate dans le sang afin d’inhiber la liaison
de la myostatine a son récepteur (Hill et al., 2@ID3; Lee and McPherron, 2001; Zhu et al.,
2004; Zimmers et al., 2002).

Des souris surexprimant la follistatine peuventiaume masse musculaire supérieure de
327% par rapport a une souris normale (Lee and kreEh, 2001). En revanche, des souris
déficientes pour la follistatine présentent un nittde croissance et des défauts du systéeme

musculo-squelettique avec une diminution de la mdes muscles (Matzuk et al., 1995).

Dans le sang, la myostatine dimérique est a 70&dison propeptide sous la forme latente
(Hill et al., 2002). Des souris surexprimant le geptide peuvent avoir une masse musculaire
atteignant 110% (Lee and McPherron, 2001; Yang let 28001). Par contre, ces souris
surexprimant le propeptide présentent une masdssguse moins importante que les souris

normales (Yang et al., 2001).
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Figure 22 : Schéma de la voie de signalisation canonique de la myostatine.

La myostatine se fixe sur son récepteur a Activine, ActRIl. ActRIl s’autophosphoryle et permet le
recrutement du récepteur secondaire ActRl qui va lui-méme s’autophosphoryler et permettre la
phosphorylation des R-SMADs, SMAD2 et SMAD3. SMAD2 et SMAD3 phosphorylés recrutent le co-
SMAD, SMAD4. Ce complexe ainsi formé transloque dans le noyau et régule la transcription de génes
cibles dans le but d’inhiber la synthése protéique et prévenir un développement musculaire excessif.
SMAD : Sma mothers against decapentaplegic. P : Phosphorylation.



Il a été suggéré que les transcrits alternatifatifiés chez le crab&ecarcinus lateralisle
poulet, le canard, le mouton, le dauphin, le poita ®ache, qui produisent une protéine tronquée
de sa partie bioactive, auraient un réle physigjogidans la régulation négative de la myostatine
en se comportant comme un propeptide (CastelhanmeBa et al., 2005; Covi et al., 2008;
Garikipati et al., 2007; Jeanplong et al., 2013tt€ hypothése est également émise dans le cas
de certaines mutations identifiées dans le gagestating qui entrainent la production d’'une
protéine tronquée de sa partie bioactive. C’'estmatent le cas de la mutation C313Y identifié

chez la race bovine Piémontaise (Berry et al., 2002

Ces différents moyens de réguler la myostatine pttemt de contréler finement les voies de
signalisation induites par la myostatine. En effetsignalisation induite par la myostatine passe
par des processus complexes essentiels dans latiégule la prolifération, de la différenciation

cellulaire et de I'apoptose mais aussi dans l'iitlub de la synthése protéique.

c) Signalisation

Voie canonique des SMADs

La myostatine mature et active agit de facon auteat paracrine et se lie aux récepteurs a
activité sérine/thréonine kinase ActRIIB ou ActRI{Avec une affinité moindre) de ses cellules
cibles (Fig. 22 ; Lee and McPherron, 2001; Reblgguta et al., 2003; Sartori et al., 2009). Des
souris transgéniques pour le géne ActRIIB muté de domaine kinase présentent une
hypermusculature avec une masse musculaire 125&isupe a une souris normale (Lee and
McPherron, 2001). Une fois activé, le récepteutyge Il s’autophosphoryle ce qui permet le
recrutement d’un second récepteur, de type I, AlkQAIk5 (Fig. 22 ; Rebbapragada et al., 2003;
Sartori et al., 2009; Trendelenburg et al., 20@.complexe s’autophosphoryle a son tour et
entraine la phosphorylation des R-SMADgdgptor-regulated SmajJsSMAD2 et SMAD3
(Fig. 22 ; Rebbapragada et al., 2003; Sartori.e8D9; Trendelenburg et al., 2009). SMAD2 et
SMADZ3 ainsi activés forment un complexe hétéro-atigriques synergique avec le Co-SMAD
(common-partner SmadSMAD4, qui est transloqué dans le noyau (Fig.. 23 complexe
SMAD2/3/4 peut interagir avec différents partersiractivateurs ou répresseurs de la
transcription, mais peut aussi se lier a 'ADN poéguler directement la transcription de gene
cible (Fig. 22 ; Zhu et al., 2004). L'un des gen#dses de ce complexe est I'l-SMADhibitory

SMAD SMADY7. Les analyses vitro ont pu montrer une induction 4 fois plus élevée de
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Figure 23 : Schéma des voies de signalisations induites par la myostatine et impliquées dans
I'inhibition des processus myogénique.

La myostatine active les voies de signalisation de MAPK P38, de Ras/MEK1/Erk1/2 et de JNK, qui
induisent une inhibition des processus myogéniques tels que la prolifération et la différenciation
cellulaire. MSTN : myostatin ; TAK1 : TGF-beta activated kinase 1; MEK1 : mitogen-activated protein
kinase kinase 1 ; MKK4 & 6 : mitogen-activated protein kinase kinase 4 & 6 ; JNK : Jun kinase ; SMAD :
Sma mothers against decapentaplegic. P : Phosphorylation.



I'activité du promoteur de Smad7 aprés injectionnd’ myostatine recombinante dans le milieu
de culture de cellules C2C12 (Forbes et al., 2006%.agit d'une boucle de rétrocontrble
négative puisque la myostatine entraine une régulgtositive de I'expression de SMAD7, qui
lui-méme entraine une régulation négative de la stagme (Forbes et al., 2006; Zhu et al.,
2004). Plusieurs mécanismes d’actions de SMAD7 thlanégulation négative de la myostatine
ont été suggeérés. Tout d’abord, SMAD7 aurait ure r@ans la régulation de Il'activité du
promoteur du genenyostatine(Forbes et al., 2006). Ensuite, Smad7 interagaeétc d’autres
protéines dans le but d’empécher la phosphoryladiomécepteur de la myostatine (Shi et al.,
2004) et/ou entrainerait sa dégradation par ubiglétion (Murakami et al., 2003). Enfin,
SMADY7 régulerait négativement la myostatine en fammun complexe hétéro-oligomeérique
avec SMAD2/3, qui entrerait en compétition avecdmplexe SMAD2/3/4 et empécherait la
propagation du signal (Zhu et al., 2004).

Une analyse par Northern blot ciblant les transatit genenyostatinea pu montrer que les
animaux hypermusclés de la race bovine Blanc Blelgd3 présentant l'alléle avec la mutation
perte de fonction, produisent un taux relativemans élevé de transcrit du gengyostatine
comparé au taux observé chez des animaux normaue$-et al., 2006). Ces résultats dénotent
un défaut dans la boucle de rétrocontréle SMAD7htatine ; si les transcrits du gene
myostatineaboutissent a la production d’'une protéine nonctionnelle, alors la voie de
signalisation de la myostatine entrainant la prtiduacde son inhibiteur SMAD7 ne peut étre
activee, SMAD7 ne peut donc pas étre produit nibeha son tour la production de myostatine.
Cette hypothése a été démontiéeitro par I'ajout de myostatine recombinante dans leennil
de culture de myoblastes bovins. L'analyse par idort blot a montré une diminution d’un
facteur 2 du taux relatif de myostatine et une ys®bu promoteur a montré une diminution de
58% de son activité alors que cette activité prom®tn’est pas significativement diminuée
aprés I'ajout de myostatine non fonctionnelle pdaséla mutation C313Y (Forbes et al., 2006).
En revanche, l'ajout de cette myostatine non famctelle ne permet pas l'activation du
promoteur de SMAD7 (Forbes et al., 2006).

Autres voies de signalisation

La voie P38 MAPK joue un rble crucial dans plusgeprocessus cellulaires au cours du
développement, de la différenciation et de la f#mdtion cellulaire et dans I'apoptose. La
myostatine serait capable d’activer une voie deadigation médiée par la MAPK P38 (Fig. 23)
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de facon indépendante de sa voie de signalisatinarique elle-méme médiée par les protéines
de la famille des SMADs dans des cellules C2C12224. Le récepteur de type | de la
myostatine (AIk5/ActRI) serait capable d’activer MKKK TAK1, qui elle-méme activerait la
MAPKK MKK®6, qui enfin activerait la MAPK P38 (Fig23 ; Philip et al., 2005). P38
phosphorylée est ensuite transloquée dans le rmyalle module la transcription de ses génes
cibles tels qu'ATF2 et MEF2C. Les analyses sugdegere P38 activée agirait sur 'affinité de
liaison de SMAD3 avec I’ADN et/ou par ATF2 qui estpable d’'interagir avec SMAD3 (Philip
et al.,, 2005). Ainsi, la voie de signalisation as8e a I'activation de P38 agirait de fagon
synergique avec la voie canonique de la myostatimes la régulation de la prolifération
cellulaire (Philip et al., 2005).

L'implication de la voie P38 MAPK dans la voie aartsduction du signal de la myostatine
a donné l'idée aux chercheurs d'analyser I'implaatdes deux autres voies des MAPK ; les
voies impliquant les protéines Erk et JNK. La tdugion du signal inhibiteur de la myostatine
sur la prolifération et la différenciation cellulai semble également passer par la voie
Ras/MEK1/Erk1/2 a travers le Récepteur de typediRAB (Fig. 23 ; Yang et al., 2006). La
voie de signalisation impliqguant JINK semble ellssawavoir des effets synergiques avec la voie
des SMAD dans l'inhibition de la prolifération, thfférenciation cellulaire et I'apoptose de
cellules C2C12, apres liaison de la myostatinenaréoepteur (Fig. 23 ; Huang et al., 2007). Une
nouvelle fois a travers le récepteur ActRIIB, laastatine transduit un signal qui conduit a
I'activation par phosphorylation de la MAPKKK TAKIXqui va permettre l'activation de la
MAPKK MKK4 puis l'activation de la MAPK JNK (Fig. ). Au cours de la prolifération
cellulaire, cette voie de signalisation va perneetimugmentation de la protéine P21, inhibiteur
de la cycline kinase Cdk2 et entrainer I'arrét gule cellulaire en phase G1-S. De plus, cette
augmentation du taux de P21 joue un rOle dansiliinbn de I'apoptose. Au cours de la
différenciation cellulaire, cette voie de signdiisa permet I'inhibition de facteurs myogéniques
comme MyoD et la myogénine (Huang et al., 2007@stla noter que ces deux processus se font

toujours en parallele des processus induits pavitades SMADSs.

Les analyses ont montré une transduction du sigaedh myostatine a travers AIK5 pour
I'activation de la voie de signalisation impliqud*®8 (Philip et al., 2005) et une transduction du
signal de la myostatine a travers ActRIIB pour ti'zation des voies de signalisation impliquant

Erk1/2 et INK (Huang et al., 2007; Yang et al., 0@ aucun moment la non-implication
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d’ActRIIB dans l'activation de la voie de signalissm impliqguant P38 ou ActRl dans
I'activation de la voie de signalisation impliqudtrk1/2 et INK n’a pu étre démontrée. De plus,
P38 et JNK ayant un activateur commun (TAK1), cesnges suggerent que ces trois voies de
signalisation sont induites par la myostatine &ers le récepteur ActRIIB qui va ensuite

recruter et activer ActRI et transduire le signal.

Enfin, des analysem vitro sur une lignée myoblastique humaine (HUSKMC) oig em
évidence un effet de la myostatine sur la voieigeadisation d'IGF-1 médiée par la PISK/Akt
(Trendelenburg et al., 2009). La fixation d’'IGF-dr son récepteur entraine I'activation de la
PI3K qui va elle-méme permettre I'activation d’Aé&r phosphorylation (Fig. 8). Akt activée
entraine i) I'inhibition de facteurs de transcrgstide la famille FoxO qui permettent I'activation
des E3 ubiquitine ligase MuRF-1 et MAFbx impliguégans la dégradation protéique et
I'atrophie musculaire (Fig. 8), ii) I'activation dtcomplexe TORC1 (MTOR/RAPTOR) impliqué
lui dans la synthese proteique et I'hypertrophiescalaire (Fig. 8 ; Latres et al., 2005). Un autre
complexe, TORC2 (MTOR/RICTOR) joue un réle de ratrur positif de I'activation d’Akt en
étant capable de le phosphoryler (Sarbassov e2@)5). Le traitement des cellules HUSKMC
avec la myostatine entrainea SMAD2/3, une diminution de la quantité d’Akt aée; une
diminution de FoxO1 phosphorylée et I'inhibition ldedifférenciation cellulaire (Trendelenburg
et al., 2009). La diminution d’Akt phosphorylée rame donc une accumulation de FoxO1
active puisque déphosphorylée, ce qui va permetitee autres I'activation des E3 ubiquitine
ligase MuRF-1, MAFbx (Atrogin-1) impliquées dans da&gradation protéique et l'atrophie
musculaire (Fig. 8 ; McFarlane et al., 2006). Ligja'IGF-1 a ces cellules prétraitées par la
myostatine permet de rétablir le processus derdiifdation cellulaire inhibée par la myostatine
en restaurant le taux d’Akt phosphorylée et en tdod I'inhibition de facteurs myogénique tels
gue MyoD et la myogenine (Trendelenburg et al.,9200 est a noter que le complexe TORC1,
capable d’inhiber la phosphorylation de SMAD2, lasitnéme activé et constitue une boucle de
rétrocontrdle positif d’activation d’Akt (Trendelearg et al., 2009). En outre, I'effet dominant
d’'IGF-1 sur celui de la myostatine peut étre expdigpar cette boucle de rétrocontrdle : en plus
de restaurer le taux d’Akt activé, IGF-1 permetndiber la voie de signalisation de la
myostatine par linhibition de l'activation de SMAD Enfin, par sa voie de signalisation
canonique des SMADs, la myostatine peut inhibetplession de microARN (miRNA) tel que
miR486 (Fig. 21). MiR486 joue un rble dans la régjoh positive de la voie Akt ce qui entraine
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Etudes aFigure 24 : Photos de souris déficientes pour le géne myostatine.

A, Une souris sauvage (gauche) et une souris déficiente (droite) pour le géne myostatine. B, Souris
sauvage (gauche) et déficiente pour le géne myostatine (droite) dont la peau a été retirée. On observe
une forte musculature pour les souris déficientes pour le géne myostatine (photos : Se-Jin Lee).



une diminution de la dégradation protéique et mndévde I'atrophie musculaire (Hitachi et al.,
2014).

4. Role biologique

Afin de comprendre le rble biologique de la mydamtles auteurs ont réalisé des études
fonctionnelles qui ont permis de déterminer sa tioncdans le muscle squelettique au cours de

la myogenése pré et post-natal, mais aussi daissieadipeux.

a) Dans le muscle squelettique

Pour déterminer la fonction biologique de la mybs&a des expériences de recombinaison
homologues dans des cellules souches embryonndéresouris ont permis a la région C-
terminale d’étre enlevée et remplacée par une ttasseeo». Ceci a conduit a la génération
d’homozygotes mutants 25-30% plus large que leérb&ggotes et les sauvages de la méme
portée de facon constante et indépendante de €6ge sexe mais d0 a 'augmentation de la
masse musculaire sur I'ensemble du corps (Fig.24poids d’'un muscle pouvait étre 2 a 3 fois
plus élevé (soit 200 a 300%) chez le mutant que heauvage. Des analyses histologiques ont
montré qu’'a la fois une hyperplasie et une hypphi® étaient a I'origine de cette augmentation
de masse musculaire (McPherron and Lee, 1997; Mofthet al., 1997). Il est & noter qu’en
race bovine Blanc Bleu Belge, la masse musculate2@-25% plus élevée alors que chez la
souris, la masse musculaire est plus élevée d8Q0%. Cette différence peut s’expliquer par la
sélection bovine qui aurait limitée la taille maxsile des muscles bovins contrairement a la
souris ou aucune sélection n’a été faite. La deni@ypothése proposée par les auteurs est que
cette différence phénotypique serait due a lamdiffée de deux acides aminés entre le bovin et la
souris, qui pourrait entrainer chez le bovin I'eégige d’'une perte de fonction partielle a étudier
(McPherron and Lee, 1997). Au contraire, l'injeatide myostatine chez la souris entraine une
perte de la masse totale du corps de 33%, avediomeution de la masse musculaire de 35% a
50% (Zimmers et al., 2002). La myostatine est donaégulateur négatif du développement
musculaire qui semble jouer un role dans la pnaltfén et la différenciation cellulaire du

muscle squelettique au cours du développement (bfe®het al., 1997).
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Figure 25 : Schéma du rdle de la myostatine sur le cycle cellulaire au cours de la myogenése.

La myostatine induit une inhibition d’Akt ce qui entraine une diminution du taux de cycline D et de Cdk4
et le blocage du cycle cellulaire en phase G1. La myostatine entraine une augmentation du taux de P21,
une diminution de Cdk2 et le blocage du cycle cellulaire en phase G1-S. Ces blocages entrainent une
diminution de la prolifération cellulaire. MSTN : myostatine ; Akt : Protéine kinase B ; P21 : Protéine 21 ;

Cdk : Cyclin-dependant kinase.



Au cours du développement prénatal, la myostatsigeeférentiellement exprimée dans les
fibres musculaires glycolytiques rapides de tyg# (Carlson et al., 1999). Au contraire, les
miRNA inhibiteurs post-transcriptionnels du gengostatingmiR-27a et b, sont plus largement
exprimés dans les fibres lentes de types |, cgquirait expliquer le profil d’expression de la
myostatine observé dans les fibres musculaireobfygues rapides de type 1IB par rapport a
celui observé dans les fibres musculaires oxydatiletype | (Allen and Loh, 2011). Les souris
déficientes pour le gemayostatinedgées de 39 jours post-natals présentent une pimpgpius
large de fibres musculaires glycolytiques rapidesygpes IIB par rapport aux fibores musculaires
oxydatives lentes de types |, comparées aux s@aiwages (Girgenrath et al., 2005). Par
ailleurs, linjection d’anticorps anti-myostatinehez une souris adulte de douze semaines
n'entraine pas de différences dans la composities difféerents types de fibres musculaires
(Girgenrath et al., 2005) ni dans le nombre deeSbmusculaires (Bogdanovich et al., 2002;
Whittemore et al., 2003). Ces analyses suggérent dpe la présence d'une plus grande
quantité de fibres de type 1IB par rapport auxdgde types | chez les souris déficientes pour le
génemyostatineserait di a I'absence de myostatine au cours dela@ement prénatal et non
au cours du développement post-natal. Ces donngmseat le fait que la myostatine est
impliquée dans la détermination du nombre de fibnassculaires formées au cours du
développement prénatal jusqu’a la naissance chdaires especes (nombre qui n'est pas
modifié aprés la naissance) mais également daesngosition du muscle par les différents
types de fibres musculaires. Néanmoins, la tadle fibres quant a elle peut étre modifiee de
facon post-natale, et la myostatine exprimée auscdu développement post-natal peut jouer un

role dans la croissance des fibres musculaires.

En conséquence, I'hypertrophie et I'hyperplasie enlere observées chez les souris
invalidées pour le genmyostatineainsi qu’une expression précoce de ce géne aus ahur
développement (McPherron et al., 1997) vont darsetes d'un réle de la myostatine i) dans la
prolifération des myoblastes et de la différenomtdes myocytes en myotubes au cours de la
myogenese, ii) dans la composition du muscle stiigle en fibres de types lentes ou rapides
au cours du développement prénatal et iii) dansrdéssance et la régénération des fibres

musculaires apres la naissance.
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Figure 26 : Schéma du role de la myostatine sur les processus myogénique en pré et post-
natal.

MSTN : myostatine; P21 : protéine 21; Cdk: cyclin-dependant kinase ; Rb : rétinoblastome; Akt:
protéine kinase B ; Pax : paired-box ; Myf : myogenic factor (modifié de Rodriguez et al., 2014).



Au cours de la myogenese

Il a été montré que la myostatine est expriméeradment dans les myoblastes ou elle
subit des modifications post-traductionnelles (Rétsal., 2001; Thomas et al., 2000). Par
I'utilisation d’'une myostatine recombinante, cesteaus ont pu montrein vitro que la
myostatine inhibe la prolifération des myoblastes fdcon dose-dépendante, ainsi que la
réplication de I'ADN et la synthése protéique (Ré&sal., 2001; Taylor et al., 2001; Thomas et
al., 2000). Ces études confirment les résultatsralst par I'équipe de Gerrard et Judge au début
des années 90 (Gerrard and Judge, 1993) qui avaisrdes cellules myoblastiques (lignée L6
myoblastique) en culture en présence de sérum aie feetal issu de bovin de race Blanc Bleu
Belge. lls avaient alors remarqué une inductions glmportante de la prolifération de ces
myoblastes. On comprend bien aujourd’hui que cettgymentation de la prolifération
myoblastique était due a la myostatine non foncigtle (non connue a I'époque) présente dans

ce sérum.

Au cours de la myogenese, les myoblastes prolifgneis sont bloqués au stade G1 du cycle
cellulaire. Les cellules expriment ensuite deséna&s specifiques du muscle pour fusionner et

former des myotubes. Une petite fraction de cedleletrera néanmoins en apoptose.

La myostatine contréle la prolifération des myot#asen bloquant le cycle cellulaire en G1
(inhibe la transition en phase S de réplicationd®N ; Fig. 25). La myostatine influence
positivement I'expression de P21 (Huang et al.,72Qbulia et al., 2003; Philip et al., 2005;
Thomas et al., 2000). P21 étant un inhibiteur dedires-cdk, son augmentation entraine une
diminution de cdk2 et de son activité ainsi quetalux de phosphorylation de la protéine Rb
(Fig. 25 et 26). Cette phosphorylation est nécesgaiur libérer E2F complexé avec la protéine
Rb non phosphorylée. Sans phosphorylation de Igéipe Rb, E2F ne peut pas étre libérée, ce
qui conduit au blocage des myoblastes en G1/F'iahéition de I'apoptose (Fig. 25 ; Joulia et
al., 2003; Thomas et al., 2000). En effet, le didanu de P21 en tant qu’inhibiteur de I'apoptose
(Wang and Walsh, 1996) peut expliquer l'inhibitida taux d’apoptose en cas de surexpression
de la myostatine (Joulia et al., 2003; Rios et281Q1). Une autre étude a mis en évidence le fait
que la myostatine pouvait également jouer suriVaétde cdk4 et sur le taux de cyclinevia
Akt et GSK3$, conduire a I'arrét des cellules en phase G1 &aier une diminution du taux
de prolifération des cellules C2C12 (Fig. 25 et 2&ng et al., 2007). Enfin, il a été montré que

MyoD pouvait étre réprimer au cours de la phase@&ala cycline cdk2 (Tintignac et al., 2000).
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Dans un milieu de différenciation, la myostating eapable de réguler négativement
I'expression de Pax3 mais aussi de facteurs myqgénitels que MyoD, Myf5 et la myogénine
(Fig. 26 ; Amthor et al., 2002; Joulia et al., 2003angley et al., 2002; McFarlane et al., 2006;
Rios et al., 2002). Les études ont montré que SMAD8sporylé est capable de se fixer
directement au domaine b-HLH de MyoD afin d’en beril’activité (Langley et al., 2002; Liu et
al., 2001). De plus, des billes recouvertes de mayioge implantées au cours du développement
chez le poulet, a un stade ou Pax3, Myf5 et Myobt sxprimés, entraine une diminution de
I'expression de ces protéines mais aussi de la idesde facon indirecte, ce qui montre une
perturbation du développement musculaire par veieahséquence (Amthor et al., 2002). Chez
les animaux bovins hypermusclés, déficients en myiog protéique fonctionnelle, il a été
montré une augmentation du taux de transcrits deDMyui entrainerait une augmentation de la
différenciation des fibres musculaires et particgea I'apparition du phénotype hypermusclé
observé (Oldham et al., 2001).

En conclusion, la myostatine agit de facon auteceh paracrine pour réguler a la fois la
prolifération cellulaire et la survie des myocy&sdifférenciation, en modulant I'expression de
protéines du cycle cellulaire et de I'apoptose, smaiissi en jouant un role inhibiteur sur
I'expression de facteurs myogéniques. Ainsi, le noltype d’hypertrophie et d’hyperplasie
observé a la naissance chez les animaux déficieots la myostatine serait dd a une
augmentation de la prolifération des myoblastedeela différenciation terminale des myocytes

en myotubes.

Réle post-natal

Au cours de la croissance musculaire aprés laaraissou en cas de Iésion musculaire, les
cellules satellites normalement a I'état quiescentrent dans le cycle cellulaire et proliférent
afin de produire des cellules satellites qui restea I'état quiescent et des cellules progénsrice
de myoblastes qui proliféreront a leur tour et g&méncieront pour fusionner avec les fibres
musculaires préexistantes. La myostatine est ederimpres la naissance dans les cellules
satellites et les myoblastes qui dérivent de clsleg satellites (McCroskery et al., 2003). Une
étude comparative de la présence et des effetatmdseen post-natal de la myostatinevivo
entre des souris déficientes pour le géngostatine avec un phénotype d’hypertrophie
musculaire (McPherron et al., 1997) et des sowimales a permis d’'observer un effet négatif
de la régulation de la myostatine dans les cellsdsllites sur la croissance des fibres
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musculaires (McCroskery et al., 2003). La myose&thontrélerait la quiescence des cellules
satellites en bloguant leur activation et leur awtwouvellement et en maintenant le cycle
cellulaire au stade GO (Fig. 26 ; McCroskery et 2003). De plus, la myostatine aurait un réle
dans la migration des cellules myoblastiques nédiites aprés inflammation vers le lieu de la
lésion musculaire (McCroskery et al., 2005). Er@udes souris irradiées par des raypdans

le but d’éliminer la capacité proliférative deslokds satellites, voient leur masse musculaire
augmenter de 20% apres surexpression de la falistéun inhibiteur de la myostatine) alors
que les souris non irradiées présentent une augtiwntde leur masse musculaire de 37%
(Gilson et al., 2009). Une augmentation du nombeendyaux musculaires est également
observée ce qui correle avec une activation ddsale=lsatellites (Gilson et al., 2009). Une
augmentation de I'expression de MHCIIb, un marquiiia myogenése est aussi observée ce
qui corréle avec une augmentation de la syntheseique (Gilson et al., 2009). Cette étude
montre donc l'implication de I'activation des ceédls satellites ainsi qu’'une augmentation de la
synthése protéique dans l'apparition du phénotyfieypertrophie musculaire en cas de
déficience dans la voie de signalisation de la nago®e. Cependant, d’autres études contredisent
ces données en stipulant que I'absence ou la présknla myostatine dans les cellules satellites
n'a pas d'influence sur leur prolifération vitro (Amthor et al., 2009; Lee et al., 2012; Wang
and McPherron, 2012). L’'injection d’'un propeptidecembinant de la myostatine dans du
muscletibialis anterior de souris C57BI6 agées de deux mois entraine ette augmentation de

la masse musculaire de 15% apres 14 jours et 2886 @ jours comparée aux souris contréles
(Amthor et al., 2009). Les analyses morphométriquesitrent une augmentation du diametre
des fibres de 12% aprés 1 mois et de 16% apréssans modification du nombre de fibres ni
du nombre de cellules satellites par myofibre (Aontbt al., 2009). L’injectiornin vivo d’'un
récepteur soluble non fonctionnel de la myostatijue bloque sa voie de signalisation, dans des
souris C57BL/6NCr agées de 6 semaines, entraippdiition d’'un phénotype d’hypertrophie
musculaire avec peu ou pas d’activation de cefatellite (Wang and McPherron, 2012). Enfin,
l'inhibition de la myostatine et de l'activine A & des souris déficientes pour les génes
syndecandu Pax7, protéines essentielles dans la fonction desleslkatellites, entraine malgre

cela un phénotype d’hypertrophie musculaire (Lesd.e2012).

Ces études montrent que I'absence de myostatine geemettre 'activation de cellules
satellites, mais que le taux de cellules satelbies/€es est bas et ne semble pas étre impliqué

dans I'apparition du phénotype d’hypertrophie mieice. L’augmentation du diamétre des
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fibres musculaires semblent due a une augmentdgola synthése protéique en lI'absence de
myostatine plutdt qu’a une activation des cellidasellites. Des études supplémentaires sont
requises afin de réellement comprendre le rdleadeyostatine dans la croissance musculaire
adulte, par I'inhibition de la synthése protéique le blocage des cellules satellites dans un
état quiescent. La compréhension de ce mécanismex¢€mement importante dans la

recherche de traitement contre les dystrophiessanlyopathies dégénératives.

Il est donc indéniable que la myostatine tient ale majeur dans le développement du
muscle squelettique en modulant I'avenir des mygibla des myocytes en différenciation en
développement prénatal et des fibres musculairesdpa naissance. Néanmoins, il semble que
d’autres types cellulaires soient capables de ré&agis les effets de la myostatine, c’est le cas du

tissu adipeux.

b) Dans le tissu adipeux

Les premiéeres expériences de détection du pradmiession avaient également pu mettre
en évidence la myostatine dans le tissu adipeuwPfidoon et al., 1997). A partir de 6 mois, les
sourismstn-/-cessent de gagner du poids ce qui signifie qu’'® @abis, les sourisnstn-/-et
mstn+/+ sont de poids équivalent. Les analyses montremti@gimasses comparables des souris
a I'adge adulte ne sont pas dues a une normalisdéda masse musculaire avec I'age des souris
mstn-/-mais a une accumulation de graisse avec l'agsaassmstn+/+ (McPherron and Lee,
2002). Chez les sourimstn-/; la masse graisseuse est inférieure a 70% paontapprelle des
sourismstn+/+, et la masse de tissu adipeux brun est inféridar&0%. Cette diminution de
masse graisseuse est a la fois due a une hypoplagiene hypotrophie du tissu adipeux avec
une diminution de 25% du nombre de cellule et unerdition de 40% de la masse cellulaire au
niveau du tissu gonadique par exemple (McPherronLae, 2002). En outre, les sounstn-/-
présentent une diminution significative de la quénde triglycérides et du taux de cholestérol
par rapport aux sourigistn+/+. Le réle de la myostatine au niveau du tissu adipgans la
prévention de l'obésité est clairement démontré& ahes sourisnstn-/-présentant également la
mutationagouti rendant les souris obéses, ou la perte de fondtiogénemyostatinesupprime
partiellement le développement de 'obésité. Eptefes sourignstn-/-avec la mutatiomgouti
ont un phénotype plus similaire aux soumistn-/- sans la mutatioragouti, qu’aux souris

mstn+/+ avec la mutation agouti. L’'absence de myostatomepenserait les effets de la mutation
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agoutiau niveau du développement de I'obésité et limit€egpparition du diabéete (McPherron
and Lee, 2002).

La myostatine a donc un effet aussi sur I'adipogendes analysem vitro ont pu
démontrer le réle de la myostatine sur la difféiathen de cellules préadipocytaires (Kim et al.,
2001). La différenciation des adipocytes est coé#rdorincipalement par deux familles de
facteurs de transcription : les CCAASRhhancer binding protein§C/EBP) et lesperoxisome
proliferator-activated receptorgPPARs). Parmi eux, PPARet C/EBPe sont deux facteurs
importants qui induisent I'arrét de la croissanaecaurs de la différenciation préadipocytaire et
modulent I'expression de geénes jouant un role dendifférenciation adipocytaire. La
différenciation adipocytaire est aussi modulée ggautres membres de la famille des TGF-
comme BMP2 et BMP7. L'ajout des facteurs adipogéesqC/EBRz et PPARy dans des
cellules préadipocytaire (lignée 3T3-L1) entraime augmentation de I'activité du promoteur du
géne myostatine(Allen et al., 2008). A linverse, l'ajout de myasine dans le milieu de
différenciation de cellules préadipocytaires engaine diminution de l'activité de la glycérol-3-
phosphate déshydrogénase (GPDH, un marqueur diéé@dciation tardive des adipocytes), de
la colorationOil Red-O stainingimarque les gouttelettes lipidiques), du taux giession de
C/EBP+, de PPARy, de BMP7 et de la leptine, une hormone sécrétééepadipocytes (Kim
et al., 2001; Lin et al., 2002; Rebbapragada e80D3). La myostatine pourrait donc inhiber la
différenciation des cellules du tissu adipeux elssamt sur I'expression de C/EBPPPARYy et
BMP7 (Kim et al., 2001; Lin et al., 2002; Rebbazdg et al., 2003).

5. Thérapie génique par inhibition de la myostatine

L’augmentation de la croissance musculaire pahifiition de la myostatine laisse imaginer
la possibilité de traitements dans le domaine bthoat afin de remédier a certaines pathologies
myopathiques, mais permettrait aussi a un plulpcdlic fanatique du culturisme, ou sportifs,
d’améliorer ses capacités musculaires. Enfin, dam®maine de la production de viandes chez

les animaux de rentes, un traitement permettraibdérler la quantité et la qualité de la viande.
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a) Traitement des myopathies

L’'une des caractéristiques de la myostatine edred’érculante dans le sang (Gonzalez-
Cadavid et al., 1998). Cette propriété a suggéré chercheurs l'utilisation de traitements
systémiques ciblant la myostatine pour soignemiggpathies dégénératives comme la cachexie,
la sarcopénie ou des dystrophies musculaires colandgstrophie musculaire de Duchenne.
Plusieurs stratégies ont été mises en place afiblatpier les effets de la myostatine dans le
muscle, par injection d’inhibiteurs de la myostaticomme son propeptide, la follistatine, le

récepteur de la myostatine dans un état solubldarationnel ou d’anticorps anti-myostatine.

L’administration chez des souris agees de 2 a 4s&®, sauvages pourraostatingd’'un
anticorps monoclonal anti-myostatine capable dés@ la myostatine et de bloquer son signal,
conduit a une augmentation de la masse muscufarehf/pertrophie et non par hyperplasie) de
ces souris ainsi que de leur force d’agrippemens &dfet négatif apparent sur I'histologie du
muscle (mis a part 'augmentation du diameétre desed), ni sur la taille et I'histologie des
autres organes (Whittemore et al., 2003). Une aatatien de la masse musculaire et du
diametre des fibres est également observée apjestiom d'un récepteur soluble non
fonctionnel de la myostatine dans des souris agéds semaines, sauvages pour la myostatine
(Wang and McPherron, 2012), ainsi qu’'apres injecttdbun propeptide recombinant de la
myostatine (Amthor et al., 2009; Hu et al., 2010et.al., 2010; Matsakas et al., 2009).

Dystrophies musculaires

L’administration d’inhibiteurs de Il'activité de lmyostatine pourrait donc faire office de
traitement pour soigner des myopathies. Ainsi,ldénéfices d’un blocage de l'activité de la
myostatine sur le tissu musculaire en dégénéresaamicéte testés en utilisant pour modele les
sourismdx (Amthor et al., 2009; Bogdanovich et al., 2002;giver et al., 2002). Les soursdx
sont des orthologues génétiques des dystrophiesutaires de Duchenne et de Becker
largement utilisées comme modele d’étude des m&wasi moléculaires associés. Ces souris
présentent une mutation nonsense dans le géne disstiphine qui conduit a la production

d’une protéine tronquée incapable d’assurer saifam¢Sicinski et al., 1989).

D'une part, des sourimdxont été croisées avec des sommstn”™ dans le but d’obtenir des
lignéesmstri /mdx et mstri*/mdx Ces souris sont plus larges et plus muscléedegusouris

mstri™* /mdx En effet, elles présentent une masse corporellaeemasse musculaire supérieure
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aux trois stades étudiés : 3, 6 et 9 mois aingimaiiameétre de fibres supérieur (Amthor et al.,
2009; Wagner et al., 2002). En outre, elles ons plel force et une longévité supérieure. Enfin, le
remplacement progressif des fibres musculairesdpatissu fibreux et par du tissu adipeux
habituellement observé pour ces dystrophies estingmoen I'absence du géneyostatine
(Wagner et al., 2002). Ces croisements ont dondndguie la déficience en myostatine chez des
souris mdx atténue le phénotype de dystrophie musculaireplDge, des souris transgeéniques
pour un inhibiteur de la myostatine semblable foliistatine, croisées avec des souridx ont
pour descendance des souris plus larges et avedeliorce musculaire (Nakatani et al., 2008).

D’autre part, des sourimdx agées de 6 semaines, traitées par du réceptauslesaion
fonctionnel de la myostatine présentent, a 'agebdmois, un poids et une force musculaire
significativement plus élevés ainsi qu’'une dimioatdu taux de creatine kinase par rapport aux
souris non traitées (Morine et al., 2010). D’aypaat, des sourisndx dgées de 4 semaines
traitées par injection intra-péritonéale d’anticognti-myostatine, présentent également, a I'age
de 3 mois, un poids significativement plus élevée des souris non traitées, une masse
musculaire supérieure (la encore par hypertrophigdip que par hyperplasie), un meilleur
rendement calorifigue, un meilleur maintien, uneidution de la dégénérescence musculaire et
un rétablissement quasi a la normale du taux sanggicréatine kinase (Bogdanovich et al.,
2002).

Le traitement par un anticorps anti-myostatine amééja été porté jusqu’a I'essai clinique
(Wagner et al., 2008). Une centaine de patienesndstdes dystrophies musculaires de Duchenne
et de Becker, de la dystrophie facioscapulohumétatje la dystrophie musculaire des ceintures
ont éte traités avec des doses plus ou moinsdertdYO-029, un anticorps monoclonal humain
qui se lie a la myostatine et en inhibe son aéiviprés injection de MYO-029, seule une
hypersensibilité de la peau a pu étre observée epeffat secondaire et seulement a partir d’'une
tres haute dose de MYO-029. Cependant, aucune aatén de la fonction ni de la force

musculaire n’a pu étre observée (Wagner et al.8R00

L’inhibition de la myostatine peut également s’efteer par la manipulation de ses pré-
ARNmM et de leur maturation par épissage alternatfquipe de George Dickson a utilisé des
oligonucléotides antisens afin de réaliser un & g&xon » éxon skippinglors de I'épissage
des transcrits du gemeyostatineafin de ne pas insérer I'exon 2 dans le transeaifure(Kang et

al., 2011; Malerba et al., 2012). Le saut d’exdrcescluant a la foig vitro etin vivo puisqu'il
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conduit a une diminution du taux de myostatine raaissi a une augmentation de la prolifération
des cellules C2C12 et une augmentation de la mdsseertains musclesdleus, tibialis
anterior) chez les souris injectées par ces oligonuclést{tang et al., 2011; Malerba et al.,
2012). Cette techniqgue a également été testée m@aliser un saut d’exon dans le gene
dystrophing(Malerba et al., 2012). L'utilisation d'oligonuclédes antisens pour le saut d’exon
peut devenir une stratégie thérapeutiqgue afin deedéer a la perte musculaire associée a la
dystrophie musculaire puisque des souris traitg#es ks oligoméres capables d’entrainer a la
fois un saut d’exon des genasgyostatineet dystrophine,présentent une augmentation de la
masse musculaire (Malerba et al., 2012). Cettaégfia thérapeutique ne présenterait pas de
risque d’'une insertion non contrélée d’'un patrineogénétique étranger dans le génome comme
lors de l'utilisation d’adénovirus. De plus, cesteatégie peut étre contrélée par un dosage précis
d’injection des oligomeéres qui peut étre interrosyguout moment. Enfin, aucun risque toxique
n'a €té rapporté jusqu’a présent ainsi qu'aucup@née immunitaire liee a l'injection de ces

oligoméres (Malerba et al., 2012).

Une autre stratégie d’'immunisation afin d’exprings anticorps anti-myostatine a éte
développée par une équipe chinoise (Zhang et @l}1,22012b). L’administration orale de
levuresSaccharomyces cerevisiagprimant la myostatine recombinante entrainertalyction
d’anticorps anti-myostatine chez les souris traitd&en que la réponse immunitaire soit plus
importante apres injection de la myostatine recomntie que par administration orale, il est tout
de méme observé une augmentation de la masse elbepassociée a une augmentation de la
masse des muscles étudiés au bout de 7 semainesitdment, de fagon significative, sans

modification des autres organes et sans effetgiesi (Zhang et al., 2011, 2012b).

Sarcopénie

Par ailleurs, d’autres analyses ont été réaliséedes souris agées afin de voir si I'absence de
myostatine n’aurait pas des effets négatifs a tengre. Des souris agées de 24 mois, déficientes
pour le géenemyostating présentent une masse musculaire deux fois supé@rié la masse
musculaire des souris contréles avec aucun signeyidpathie (Wagner et al., 2005). Apres
lésion musculaire, ces souris agées ont toujoursafaacité de régénération musculaire et
guérissent méme plus vite que les souris sauvajagrier et al., 2005). Ces analyses montrent
donc qu’il n'y a pas d’effet délétere de I'absedeemyostatine au cours du vieillissement ce qui
est un point important dans le traitement de dpsties musculaires a long terme mais aussi dans
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le traitement de la sarcopénie. Ainsi, des solgéeé de 18 mois de lignée C57BL/6 sauvages
pour la myostatine ont été traitées avec des apscanti-myostatine. L’administration de ces
anticorps chez ces souris limite la perte de mesg®orelle et musculaire normalement observée
avec le vieillissement (Murphy et al., 2010). Dagyll'injection d’anticorps anti-myostatine chez
ces souris ageées entraine une augmentation du tiéades fibres musculaires et une diminution
du taux d’apoptose (Murphy et al., 2010). Néanmourge autre étude stipule que des souris
agées de 24 mois, déficientes pour le gagestatinedés la naissance ne sont pas résistantes a la
sarcopénie, elles perdent de la masse musculaifecda autant proportionnelle que les souris

sauvages du méme age (Wang and McPherron, 2012).

Cachexie

L’inhibition de la myostatine dans le traitement d® cachexie, un syndrome de
dégénérescence musculaire présent dans la maiti€adeers, a été testée. Des souris déficientes
pour le génamyostatine dans lesquelles ont été injectées des celluldigmea, présentent une
perte musculaire proportionnellement plus élevée tps souris sauvages. L'absence de
myostatine chez les souris déficientes ne les geoflas de la perte musculaire induite par la
cachexie cancéreuse (Benny Klimek et al., 2010). ples, méme la surexpression de la
follistatine par traitement a la Trichostatine Ayi g entraine l'apparition d’'un phénotype
hypermusclé chez des souris sauvages, ne permetfgmapgécher la perte musculaire de souris
cachexique (Benny Klimek et al., 2010). En revandhejection du récepteur soluble non
fonctionnel de la myostatine dans des souris cagheg inhibe la perte musculaire (Benny
Klimek et al., 2010).

La forte homologie du germayostatinenurine avec le gémayostatinehumain (McPherron
et al., 1997), I'exceptionnel phénotype musculabservé chez un patient humain avec une
perte de fonction totale du géngyostatine(Schuelke et al., 2004), ainsi que I'implicatioa d
dysfonctions de la myostatine dans bons nombresydpathies humaines sont les arguments
qui mettent en avant I'idée que de tels traitemeat®ptés & 'lhomme, pourraient permettre
'amélioration de la vie de patients souffrant dgopathies dégeénérescentes telles que les
dystrophies, la sarcopenie, la cachexie, les mhigmtiées a des infections chroniques ou celles

liés & une immobilisation prolongeée.
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b) Suppléments alimentaires

Des laboratoires pharmaceutiques mettent déja e vedes suppléments alimentaires,
commercialisables a un large public et promettaet augmentation de la croissance musculaire.
Ces suppléments alimentaires sont composés deapoharides sulfatés issus de la plante
marineCystoseira canariensigjui se lierait a des cytokines comme la myostadifin de réguler
directement leur activité biologique (Ramazanowalet2003). Cependant, les analyses qui ont
testé l'efficacité de ces suppléments alimentaines concluent pas sur une différence
significative de la masse corporelle, de la masassg, de la force musculaire et du taux de
myostatine dans le sérum avec ou sans prise deumdéments alimentaires (Willoughby,
2004).

c) Amélioration de la qualité de la viande

L’inhibition de la signalisation de la myostatineépente un intérét économique dans le
domaine de la production de viande animale. Degagssiécles, les éleveurs sélectionnent les
animaux qui présentent une viande de meilleureit@uglus gouteuse et peu grasse et avec un
bon rendement viande/carcasse. Cette sélectioaitsaujourd’hui par I'observation de certains
caracteres phénotypiques mais aussi par des tésttigues. L’injection d’'une myostatine
recombinante chez le cochon entraine la productianticorps anti-myostatine et une
diminution du taux de transcrits du gémgostating(lLong et al., 2009). Les analyses montrent
que ces cochons immunisés contre la myostatine emigd® un meilleur rendement
viande/carcasse, un taux moindre de graisse ingeumire et une diminution de la créatine
kinase (Long et al., 2009). L'obtention contréléanimaux avec un phénotype musculaire plus
large et avec un taux de masse grasse égalemdniléerserait un avantage indéniable dans la

production de viande. Cependant, trés peu d’'étadesté réalisées jusqu’a présent.

Néanmoins, la sélection d’animaux de rentes d’espéovines et ovines entres autres, qui
présentent un phénotype hypermusclé avec un taidneode masse grasse s'effectue depuis
des siécles et I'association de la majorité deptesotypes hypermusclés avec des mutations
dans le génenyostatineest aujourd’hui bien établi.
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6. La myostatine et le locus mh associés au phénotype d’hypertrophie
musculaire

Les fonctions potentielles de la myostatine au anivéu muscle squelettique principalement,
mais aussi au niveau du tissu adipeux, du coeureetladglande mammaire exposées
préecédemment pourraient expliquer les caractéuistigphysiopathologiques observées chez les
bovins avec un phénotype d’hypertrophie musculaire.

C’est pourquoi, les chercheurs du monde entierpamtla suite voulu savoir si le géne

myostatineétait impliqué dans I'apparition de ce phénotypesaulaire atypique.

Depuis les années 80, chez le bovin, I'objectiftata localiser le locus chromosomique a
I'origine de I'hypertrophie musculaire, appelé lscinh Apres la découverte réalisée par
I'équipe de McPherron en 1997 (McPherron et al97)9les scientifiques ont pu associer le
locus mh prédit avec le geneyostatine Ainsi, bon nombre de phénotypes hypermusclés ont
ainsi pu trouver pour origine une mutation du gemgostatine(Grobet et al., 1997, 1998;
Kambadur et al., 1997; McPherron and Lee, 1997)ciVane liste des mutations du gene

myostatine déja répertoriées chez plusieurs ranvesds.

Nt821(del11)

Il s’agit d’'une délétion de 11-pb entre les nudidbes 821 et 831 (en partant du codon
d’initiation). Cette délétion qui s’est produiterap la premiére cystéine du domaine C-terminal
(aprés le Y™ acide aminé suivant le clivage protéolytique méranne délétion de 102 acides
aminés) modifie la séquence peptidique en avahietpparaitre un codon STOP prématuré 14
codons apreés la délétion (codon 287) (Grobet £1887; Kambadur et al., 1997; McPherron and
Lee, 1997). La protéine qui en résulte est donnquwée de toute sa partie bioactive. Cette
délétion est présente en majorité chez la racecBRBleu Belge, mais elle a aussi pu étre
observée pour quelques animaux de la race Astw@jdrarthenaise, Rubia Gallega, Limousine et
Blonde d’Aquitaine (Grobet et al., 1997). Un caersgique a aussi été retrouvé chez un animal
de race Angus rouge non hypermusclée (McPherronLaed 1997) ce qui montre que ces
analyses faites sur un nombre trés peu importamimiaux (2 a 8 animaux par race) ne peuvent
pas étre considérées comme une généralité powstoas races (excepté pour la race Blanc Bleu

Belge), notamment pour les races Limousine et Biatidquitaine.
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C313Y

La mutation C313Y provient d’'une substitutiom>®@ dans I'exon 3 au niveau du triplet qui
code pour la ™ cystéine de la partie C-terminale bioactive demigostatine (Fig. 19). La
cystéine normalement présente est remplacée parysine, ce qui empéche possiblement la
formation de la structure intramoléculaire de laostgtine associée a la cystéine originelle et
entraine la perte de fonction de la protéine. Qetiéation est retrouvée chez la race Piémontaise
et la Gasconne (Grobet et al., 1998; Kambadur.£1897; McPherron and Lee, 1997).

Nt419(del7-ins10)

Cette mutation est une délétion de 7 nucléotideocadse a linsertion de 10 autres
nucléotides en position 419. Cette délétion/ingertentraine I'apparition d’un codon STOP
prématuré dans le propeptide a l'acide aminé 140agberte de fonction de la protéine.
Nt419(del7-ins10) a été observée en race MainewA(@robet et al., 1998).

Q204X

La mutation Q204X provient d’'une substitutionr>CT dans le second exon du gene
myostatinequi entraine la substitution d’une glutamine par ecodon STOP et la perte de

fonction de la protéine. Cette mutation est présentrace Charolaise (Grobet et al., 1998).

E226X

La mutation E226X provient d'une substitutionr>GT dans le second exon du géne
myostatinequi entraine la substitution d’un glutamate parccadon STOP et la perte de fonction

de la protéine. Cette mutation est présente enMagge-Anjou (Grobet et al., 1998).

D’autres polymorphismes du gémeyostatineont pu étre mis en évidence mais leurs

implications dans I'apparition du phénotype d’hypawhie musculaire reste a démontrer.

F94L

La mutation F94L provient d’'une substitution>@ dans le premier exon du gene
myostatineet se traduit au niveau de la séquence peptidpare la substitution d’une
phénylalanine par une leucine. Cette substituti@téaobservé en race Limousine (Grobet et al.,

1998) mais egalement chez des animaux non hypel@ni3e plus, chez la souris, on observe
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une tyrosine a cet emplacement ce qui suggere efte substitution n’entraine pas une perte de

fonction de la protéine et est donc possibleméeamsieuse.

Nt414(C-T)

Nt414(C-T) est une substitution3€T au niveau du %™ nucléotide du 138* codon qui est
une cystéine. Il s'agit d’'une mutation silencieugé n’entraine pas de changement d’acides
aminés. Cette substitution est observée en racelalse, Maine-Anjou et Limousine de fagon
répandue. Elle est également présente chez d’autces comme la Prim’Holstein mais a une
plus faible fréequence (Grobet et al., 1998; Smital¢ 2000).

E291X

E291X provient d’'une substitution-&T en position 871 a partir du codon d’initiation lde
traduction. Elle se traduit par la substitutionrdacide glutamique par un codon STOP, ce qui
bloque la traduction aprés la 28%base dans le3°exon. Cette mutation a été observée en race
Marchigiana (Karim et al., 2000; Marchitelli et,&003; Smith et al., 2000).

D’autres polymorphismes du gémsyostatineont pu étre mis en évidence mais leur
localisation intronique ne permet pas de conclure &ffet sur la fonction de la myostatine :
Nt374-51(T-C), nt374-50(G-A), nt374-16(dell) : mrl et Nt748-78(dell) : intron 2 (Grobet et
al., 1998).

Comme l'avait supposé Wriedt dans les années 3thdeotype d’hypertrophie musculaire
n'est donc pas di uniquement a une seule mutatios dn géne donné. Les études sur le géne
myostatineont ainsi pu démontrer un certain nombre de maratdans ce gene selon les espéces
et selon les races, entres autres des mutationte gder fonction. Ces résultats sont donc
contradictoires avec I'hypothése de Mennissier dem&nnées 80, qui au contraire, pensait que
le phénotype hypermusclé était apparu en premias da race Shorthorn bovine et s’était

étendue aprés avoir migrée des iles britanniquesslgeontinent et le reste du monde.

Néanmoins, certaines races bovines de phénotypermygclé, qui ont été sélectionnées
depuis des siecles par les éleveurs pour leur ooatmn et la qualité de leur viande, ne
présentent pas a ce jour de mutation dans le ggmstatinequi soit significativement liée a
I'apparition de ce phénotype. C’est le cas notanmrdena race Limousine et c’était également le

cas de la race Blonde d’Aquitaine jusqu’a notrelétxécente mettant en évidence une mutation
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Figure 27 : Photos d’animaux de race Garonnaise, Quercy et Pyrénéenne.



dans le genenyostatineassociée a I'apparition du phénotype hypermuselés ccette race
(Bouyer et al., 2014).

III. Larace Blonde d’Aquitaine

1. Historique de la race

La race Blonde d’Aquitaine a réellement été établietant que telle en 1962 aprés le
rassemblement de trois rameaux de races bovinemagueuses claires du sud ouest. Ces trois
rameaux regroupent la Garonnaise, la Quercy etdad® des Pyrénées dont I'ancétre commun
seraitBos AquitanicugFig. 27). L'unification de ces trois races a &ialisée suite a la demande
de la commission de modernisation de la produciimmale du commissariat général dans les
années 40 qui voulait réduire le nombre de racastayn petit effectif, dans le but d’optimiser
I'efficacité des programmes d’amélioration génétiqla race Limousine devait au départ
également faire partie de cette nouvelle race dadd du sud-ouest, mais elle bénéficiait d'une

bonne image de marque, ce qui lui a permis d’'étsquvée.

La race Blonde d’Aquitaine a ensuite vu ses effetdirgement augmentés entre les années
70 et les années 2000 non seulement en région akogiiet Midi-Pyrénées mais aussi ailleurs.
Ainsi, en 1970, I'effectif des animaux de race Rlerd’Aquitaine passe de 106 200 en région
Aquitaine, 43 600 en région Midi-Pyrénées et 0 auixnen dehors de ces régions a des effectifs
de 179 661 en région Aquitaine, 149 871 en régiati-Myrénées et 153 944 en dehors de ces
régions en 2000. De plus, les études ont montréng@002 le nombre d’élevage de la race
Blonde d’Aquitaine était supérieur hors berceau ifsgju (46%) par rapport a la région
Aquitaine (28%) et la région Midi-Pyrénées (26%ing\, la Blonde d’Aquitaine est exportée a
travers le monde, dans divers pays européens,leamOM-TOM, en Amérique du Nord et du
Sud, en Australie et en Nouvelle Zélande. En 206ffectif de la race Blonde d’Aquitaine en
France s’élevait a 521 425 animaux tandis quedaif mondial s’élevait déja a 2 millions

d’animaux.
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Tableau 2 : Valorisation économique des animaux de race Blonde d’Aquitaine par rapport a la
moyenne des animaux de I’ensemble des autres races (données France Agrimer).

BROUTARD MALE Poids vif Prix Prix au kg vif
Ensemble des races frangaises 338 kg 847 € 2,51 €
Blonde d'Aquitaine 260 kg 900 € 3,46 €

BROUTARD FEMELLE Poids vif Prix Prix au kg vif
Ensemble des races frangaises 297 kg 723 € 2,43 €
Blonde d'Aquitaine 260 kg 819 € 3,15 €

JEUNE BOVIN MALE Poids vif Prix Prix au kg vif
Ensemble des races frangaises 422 kg 1320€ 3,13 €
Blonde d'Aquitaine 418 kg 1496 € 3,58 €

GENISSE DE BOUCHERIE Poids vif Prix Prix au kg vif
Ensemble des races francgaises 384 kg 1424 € 3,71€
Blonde d'Aquitaine 453 kg 1898 € 4,19 €

VACHE DE REFORME Poids vif Prix Prix au kg vif
Ensemble des races frangaises 433 kg 1513 € 3,49 €
Blonde d'Aquitaine 486 kg 2040 € 4,21€




2. Caractéristiques morphologiques et potentiel économique

La race Blonde d’Aquitaine est devenue une racefrésée pour la qualité de sa viande et
ses facilités de vélage. Elle est la troisieme ewe@ande en France derriére les races Limousine
et Charolaise. Elle se caractérise par une fortecolature avec un avant et un arriere train tres
musclés. Les animaux de la race Blonde d’Aquitaimteun corps trés long et équilibré avec une
ossature plutét fine et un dos large, horizont@nbmusclé et épais ce qui permet de larges
proportions des muscles donnant des viandes nobdesendement a I'abatage peut s’élever

jusqu’'a 65 a 70% avec 75% a 80% de viande netteapaort a la carcasse.

Les animaux de la race Blonde d’Aquitaine sont tr@®risable économiquement parlant
(Tableau 2). En effet, un adulte male se reven@€3l4y contre 2,51€/kg pour une autre race
francaise en moyenne. Un veau de race Blonde dtaigei se vend 3,58€/kg contre 3,13€/kg et
une génisse de boucherie se vend 4,19€/kg contfe€/Rg pour une autre race francaise en

moyenne.

Cette race présente également de meilleures cuatisdernelles avec des mamelles bien
développées. Son bassin long et large lui pernugte ane excellente qualité de viande, de lui

assurer une facilité de vélage dans 95% des cas.

Sa largeur de poitrine est plus importante que cheatres races hypermusclées ce qui lui

assure une meilleure fonction respiratoire.

La race Blonde d’Aquitaine a de bonnes capacitéthelenoregulation puisqu’on retrouve
des troupeaux au Canada ou en République tcheguesoiempératures peuvent descendre

jusqu’a -20°C mais aussi dans les endroits chaudgrd atteindre 40°C.

Le muscle squelettique des animaux de race Blomdigudaine présente une proportion
plus importante de fibres glycolytique de type tlume plus faible teneur en collagene par
rapport a ce qui est observé chez les animaux imysaiées d’autres races. De plus, la teneur en
lipides intramusculaires est également moindre td®animaux de race Blonde d’Aquitaine par
rapport aux animaux hypermusclés d’autres racemeyenne. Ces caractéristiques dénotent

d’une viande plus tendre et moins grasse donc @avecenoindre flaveur (Listrat et al., 2001).
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Projet de recherche

Variabilité phénotypique du développement musculaire chez la
race bovine Blonde d’Aquitaine : étude fine de la régulation du

gene myostatine.

L’'un des objectifs de la sélection bovine en ratenBe d’Aquitaine est de sélectionner des
animaux qui produiront une viande plus tendre etecaune meilleure flaveur. La mise en
évidence du gene associé a I'apparition du phéedtypermusclé en race Blonde d’Aquitaine
permettrait de comprendre les mécanismes assdaibstablir des tests génétiques de sélection
pouvant faciliter la production de viande de fagomntitative et qualitative. La mise en place de
tests génétiques rapides permettrait d’'identiBerdnimaux a sélectionner de fagon précoce. Ces
tests génétiques seraient donc un gain de tempargent puisqu’ils éviteraient I'élevage

d’animaux produisant une viande potentiellementnsoéentable économiquement.

Les caractéristiques morphologiques observées @n Btonde d’Aquitaine, ainsi que la
composition du muscle en une plus forte proporderfibre musculaire glycolytique, avec une
teneur plus faible en collagene et en quantitélifpie intramusculaire, sont des caractéristiques
similaires associées au phénotype d’hypertrophiescolaire observé chez d’autres races
hypermusclées pour lesquelles l'origine génétigse aajourd’hui bien établie et due a des
mutations perte de fonction dans le gemgstatineLes études se sont orientées vers I'examen
de l'implication de ce gene dans le contrdle depbénotype hypermusclé en race Blonde
d’Aquitaine. Néanmoins, aucune mutation de la ségeieodante du gémeyostatinen’a pu étre
mise en évidence. Chez les animaux de race Blo#dguidaine il n’y avait ni réduction de la
concentration en transcrit du gengostatineni altération de la séquence en acides aminés
(Karim et al., 2000). Par ailleurs, contrairememd @aace Blanc Bleu Belge dont la majorité des
animaux présentent un phénotype hypermusclé extiésanimaux de race Blonde d’Aquitaine
sont de phénotype extrémement variable. Au cournaé¢hése, nous avons cherché a i) mettre
en évidence l'origine génétique de I'apparitionpghénotype hypermusclé chez les animaux de

race Blonde d’Aquitaine et a ii) comprendre I'onigi
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génétique de la variabilité du phénotype observéges les animaux de la race Blonde
d’Aquitaine.

Lors de ce travail, nous avons réussi a mettrevietedce la mutation du gemeyostatinea
I'origine du phénotype d’hypertrophie musculairei quaractérise la race bovine Blonde
d’Aquitaine. Ce travail a donné lieu a un articknd un journal & comité de lecture (Bouyer et
al., 2014). A la suite de cette découverte, nousngventrepris d'élucider les mécanismes
moléculaires qui régissent la variabilité phénaqyei du développement musculaire entre les
animaux de cette méme race, notamment ceux de ng¥metype quant a la mutation
découverte. La partie résultat de ce mémoire sgposende deux parties. La premiére partie est
relative a la démarche qui nous a conduits a déoouoe nouvel allele atypique du géne
myostatineen race Blonde d’Aquitaine et la deuxieme partiestitue une contribution pour
élucider la variabilité phénotypique.
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Matériel et méthodes

1. Echantillons musculaires d’animaux de race Blonde d’Aquitaine

Dix animaux de race Blonde d’Aquitaine ageées de disront été utilisés pour cette étude. lls
ont été élevés dans la station d’élevage bovin HRAMIEST (Pyrénées Atlantique, France), ont
subit les mémes traitements et les mémes consgitalimentation. Le tissu musculaire
longissimus dorsa été prélevé dans les 15 minutes suivant I'akafAbattoir de Pau, France),
coupeé en petit morceau puis immédiatement refraitiazote liquide et transporté au laboratoire

pour y étre conservé a long terme a -80°C.

Les échantillons de muscle provenant d’animaux ate rLimousine ont été obtenus a

I'abattoir de Limoges.

2. Extractions ARN et ADN

L’ADN a été extrait a partir des dix échantillons dhuscle en utilisant le kiQiagen
QIAamp® DNA midi kiselon les instructions du fabricant puis consetvé20°C. L’ARN total
a eté extrait a partir des dix échantillons de neuso utilisant le Tri reagent® (Sigma-Aldrich)
puis traité par la DNase | (Sigma-Aldrich) en sumivkes instructions du fabricant avant d’étre
conservé a -80°C jusqu’a son utilisation. La quéardt la qualité des ARN ont été évaluées par

puce Agilent.

3. RT-PCR et RT-PCR quantitative en temps réel

La RT-PCR et la RT-PCR quantitative en temps régl &é utilisées pour détecter les
transcrits aberrants du gémeyostatine(par RT-PCR) qui échapperaient au mécanisme de

surveillance cellulaire (RT-PCR quantitative en pasméel).

21g d’ARN total des dix animaux de race Blonde diAgjne et de deux animaux de race
Limousine ont été rétrotranscrits (RT) en ADNc dilisant le kit de rétrotranscriptiohigh-

capacity cDNA reverse transcription KApplied Biosystems). 100ng d’ADNc (équivalent en
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Tableau 3 : Amorces utilisées dans Bouyer et al., 2014.

Nom Séquence (5'-3') Echantillon | Objectif

Intron2-F ACTGTCTTACTGTTCTTTAACAGGAG ADN RFLP-PCR (Bouyer et al., 2014 Fig. 5)
Intron2-R GAGAGGCACAGACTCAGAAGAAGATA génomique

PCRWT-F ATCAAACCCATGAAAGACGGTACAAG ADNc RT-PCR transcrit sauvage (Bouyer et
PCRWT-R AGAAGATGGACTGACTCCTTTTTTAG al., 2014 Fig. 7B)

PCRBAB-F GTAGCATTTTAATGATCAAAGTTG ADNCc RT-PCR transcrit aberrant BAB
PCRBAB-R TGCTGTACTCCTACAAAGTTG (Bouyer et al., 2014 Fig. 7C)
Intron2seq-F ATGTGAAGACAGTGTTGCAGAACTGGCTCA | ADN PCR intron 2 en entier
Intron2seq-R | TCTGTGGAGTGTTCATCACAATCAAGCCCA | génomique

5'UTR-F-2 AGAACAAGGGAAAAGATTGTATTGATTTTA | ADNc RT-PCR (Bouyer et al., Fig. 2)
3'UTR-R-2 AAATAATGGTATATAACAATACTGCA




ARN) de chaque échantillon ont été utilisés poamplification par RT-PCR de la totalité de la
région codante du gémeyostatine Les amplifications PCR ont été réalisés dansalanve final

de 25ul avec 10pmol de chaque amorce (tableau 3R &ul du tampon 2X Master Mix
(ABgene, Thermo Scientific), dans les conditionsvautes : Dénaturation initiale a 95°C
pendant 30s, puis 35 cycles (95°C pendant 30s, p&t@ant 30s, 72°C pendant 2min) et un
cycle a72°C pendant 5min. Les produits de PCR owsuiee été purifies en utilisant 1pl
d’ExoSAP-IT (USB® products, Affymetrix®) pour 5uledoroduit de PCR et incubés 60min a
37°C et 15min & 80°C. Les produits de PCR aingifiparont été séquenceés dans les deux sens
en utilisant les mémes amorces qui ont permis llditgtion. Les réactions de séquencage ont
été effectuées a l'aide du kBigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing K&tpplied

Biosystems®) selon les instructions du fabricant.

La RT-PCR quantitative en temps reel a été réaksewiplicat pour chaque échantillon en
utilisant 100ng d’ADNc préparés comme décrit prégahent. La quantité relative des transcrits
totaux du genemyostatineou seulement des transcrits aberrants a été neesurditilisant la
sonde Tagman Bt03217979_m1 et une sonde Tagmanugbpar le service de production de
sondes Tagman personnaliséegsfom design servicd\pplied Biosystems), respectivement.
Deux genesCASC3(cancer susceptibility candidate 8e sonde Tagman : Bt0326991 m1) et
SF3Al(splicing factor 3a, subunit, de sonde Tagman : Bt03254301_m1) ont été utiéadant
que contrdle interne pour une normalisation plécise des données d’expression. Les ADNc
sont amplifiés en temps réel par la machine ABISNRD7900 (Applied Biosystems) selon les
instructions du fabricant. Les valeurs d’expressielative ont été calculées par la méthode du
AACt avec la normalisation de chaque échantillon é@soyenne de chaque Ct obtenu avec les

contrbles internes.

4. Séquencage de I'intron 2 du gene myostatine

La séquence de 2 033pb de I'intron 2 du gen®statinea été amplifiée a partir des dix
échantillons d’ADN d’animaux de race Blonde d’Aquite en utilisant lalaq polymérase
DNApolymerase Expand Long Templgfoche Applied Science) selon les instructions du
fabricant, avec les amorces intron2seg-F et inseqR (tableau 3). Les produits de PCR ont

ensuite été purifies et sequencés dans les desxearme décrits precédemment.
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3TBA V PH

58 animaux

Figure 28 : Schéma de croisement pour I’obtention de 58 animaux croisés Blonde d’Aquitaine
x Prim’Holstein.

Le schéma de croisements prévoyait au départ I'obtention de 160 et 80 animaux de génération F2 et
Back cross (BC) respectivement. Au final, 58 animaux de génération F2 (45) et back-cross (13) ont été
obtenus. TBA : taureau de race Blonde d’Aquitaine ; VPH : vache Prim’Holstein ; BC : back-cross. (Fourni
par Gilles Renand).



5. Tests de RFLP-PCR

Un fragment de 763pb englobant la mutation ide¥iff 3811>G381) a eté amplifié par
PCR a partir de différents échantillons d’ADN gémgue provenant d’animaux bovins de races
francaises et internationales (445 animaux) ersatit les amorces intron2-F et intron2-R
(tableau 3). Ces produits d’amplifications ont éresété digérés par I'enzyme de restrictions
Aflll (Biolabs) puis mis a migrer par électrophorésegehd’agarose. La mutation identifiee
détruit un site de restriction Aflll qui coupe uniquement l'alléle sauvage en deuxiiegs de

565pb et 198pb. Une digestion péindlll a été utilisée comme contréle de coupure.

Les digestions aveaflll et Hindlll ont été effectuées en utilisant 10ul de produtPER
non purifié, 2ul de tampon et 1ul d’'enzyme dansalnme final de 20ul. 0,2ul de BSA ont été

ajoutés en plus pour les digestions a&éii. La digestion est réalisée sur une nuit a 37°C.

6. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont porté sur I'analgs€agdsociation entre le génotype (présence
ou absence de l'allélé3811de la race Blonde d’Aquitaine) et le phénotype foonation de
I'animal). Trois taureaux bien conformés de racen8e d’Aquitaine, de génotype supp&&,
ont été croisés avec 18 vaches de race Prim’Holsteigénotype suppodéT (Fig. 28). Des
males et des femelles de génération F1 de géndbypeont été croisés ensemble afin de
produire une génération F2 (45 animaux). De ples, males de géenération F1 ont été croisés
avec des femelles Prim’Holstein afin de produire génération back-cross (13 animaux). Ce
sont les animaux de génération F2 ou back-crosgepemt de ces croisements qui sont utilisés

dans cette étude.

Concernant les analyses d’association génotypedpyyg® nous disposons de 25 variables
quantitatives a expliquer (variables dépendantesyungées sur les 58 animaux. Certaines
variables sont strictement quantitatives et résulie mesures comme le poids a la naissance, le
poids a 140 jours, le poids de la derniére peséafehdge de derniere pesée en vif et le gain

moyen quotidien. Les autres sont semi-quantitagte®rrespondent a des classes de valeurs
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Tableau 4 : Récapitulatif des 25 variables prises en comptes dans I’analyse.

Variables

Nom complet de la variable

Mesures ou classes de valeurs

Mesures en vif
P_NAIS

p140

gmq

age_fin

pv_fin

Pointages en vif
arri_v

dess_v

epau_v

synt_v

vent_v

0S_V

cuir_v

etat_v

Mesures a |'abattage

rdt_c
p_carc

Pointages en carcasse

arri_c
dess_c
epau_c
synt_c
n_couv
n_intr
CouL_C
CUDG

ISDG
LTDG

poids a la naissance
poids vif a 140 j

gain moyen quotidien
age derniéere pesée en vif
dernier poids vif

pointage arriere

pointage dessus

pointage épaule

pointage synthétique muscularité
pointage rétraction ventre
finesse os canon

finesse du cuir

note d'état

rendement en carcasse
poids de carcasse

pointage arriere

pointage dessus

pointage épaule

pointage synthétique muscularité
pointage gras couverture
pointage gras interne

couleur viande

épaisseur de cuisse

longueur de cuisse du jarret a la
symphyse pubienne

longueur de carcasse

Mesure en Kg
Mesure en Kg
Mesure en Kg.
Mesure en Kg
Mesure en Kg

1=plat

1=plat

1=plat

1=plat

1=gros ventre
1=trés gros
1=épais
1=trés maigre

Sans unité
Mesure en Kg

1=plat

1=plat

1=plat

1=plat

1=tres maigre
1=trés maigre
1=rose clair
Mesure en cm

Mesure en cm
Mesure en cm

18=trés rebondi
18=trés rebondi
18=trés rebondi
18=tres rebondi

18=ventre "rentré"

18=tres fin
18=tres fin
18=tres gras

18=trés rebondi
18=trés rebondi
18=tres rebondi
18=tres rebondi
18=tres gras

18=trés gras

10=rouge foncé



(tableau 4). Par exemple, la couleur de la viarsteestimée par une échelle de 1 (rosé) a 10
(rouge foncé). Les pointages sont quantifiés erldSses de 1 (peu prononcé ou maigre) a 18

(tres prononcé ou gras).
Au total, cing facteurs (ou variables explicatives) été étudiés :

- Les lignées : elles sont au nombre de deux. Seiamémaux analysés sont de génération
back-cross (CARBC), soit de génération F2 (CARF2).

- Lesexe: (1) pour le sexe méle et (2) pour le sexelle.

- Les dates d'abattages: il y a eu 5 dates dabmat(@3/03/11, 07/06/11, 08/03/11,
12/04/11 et 17/05/11).

- Le pére : 3 males reproducteurs ont été utilisé&s |@s croisements (A, B ou C).

- Le génotype G/G, G/TouT/T.

Pour déduire I'influence relative des différentstéairs sur les variables quantitatives, nous
avons utilisé le modéle GLMSeneralized Linear Modgl L'avantage de ce modele est qu'il
prend en compte simultanément tous les effets ture duspecte d’influencer les variables
dépendantes, ce qui permet une bonne significatisdeé ces résultats. Le génotype a été
considéré comme un des 5 facteurs pouvant influecckacune des 25 variables dépendantes
dans le modéle GLM.

Dans tous les résultats, les probabilités asso@éestests seront codées de la maniére
suivante : * : P-valu€0,05 ; ** : P-value0,01 ; *** : P-valuec0,001 ; NS (non significatif) : P-
value>0,06. Les valeurs comprises entre 0,05 et 0,06 somsidérées comme marginalement

significatives et assimilées a des valeurs sigmiifies.

La dominance de I'allel& par rapport a I'alléld pour une variable donnée se calcule par la
formule suivante : Dominance = [G/T] — ([G/G] HT])

2
Ainsi, si la mesure du phénotype de I'hétérozygmeaapproche de celui de 'homozygote
G/G, et si le phénotype d&/G a une mesure supérieure a celuild€ alors la dominance est
positive et partielle. Si par contre le phénotype lthétérozygote se rapproche de celui
I’'homozygoteT/T, on obtient une récessivité (dominance négatsiedar contre les mesures des
phénotypesG/G sont inférieures a celles des phénotyp£g les valeurs de dominance sont

inverses par rapport aux deux cas précedents.
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Figure 29 : Principe de la RACE.

3’RACE : L'amorce 3’RACE contient une séquence de 30 (T) en amont de la séquence NUP et s’hybride
aux queues poly(A) des ARNm. L’enzyme de rétrotranscription « SMARTScribe RT » permet la synthese
du brin complémentaire a 'ARNm. 5’'RACE : L'amorce 5’'RACE contient une séquence oligod(T) qui
s’hybride a la queue poly(A). L'enzyme de rétrotranscription « SMARTScribe RT » synthétise et ajoute
quelques nucléotides en amont du brin complémentaire, ce qui va permet a I'oligonucléotide
« SmarterllA » de s’hybrider. L'enzyme de rétrotranscription synthétise le brin complémentaire en
ajoutant la séquence complémentaire a la séquence NUP.



L’effet additif s’obtient par la demi-différence tees les valeurs phénotypiques des deux

homozygotes :

Effet additif = [G/G] — [T/T]
2

Ainsi, si le phénotype dé/G a une mesure supérieure a celulTde le gain est positif.

7. 5’ et 3’ RACE

Les tests de 5’ et 3'RACE, dont le principe estriléigure 29, ont été réalisés en utilisant le
kit SMARTER" cDNA RACE Amplification kile chez Clontech en suivant les instructions du
fabricant.

Les ARN sont rétrotranscrits grace au kit, puisABdNc sont amplifiés par double PCR avec
des amorces correspondantes aux adaptateurs fqual puis NUP) dans un sens, et les
amorces (5'-ATGGCTTCTAGTCTTGAGGATGTAGT-3’ puis 5dTGCTCGCGTTCTCATT
CAGATCC-3) pour [lamplification de la région 5UTRet les amorces (5
AAGGCCAATTACTGCTCTGGAGAATGTGAA-3' puis 5'-CAAAAGTATCCTCATACCCA
TCTTGTGCAC-3) pour 'amplification de la région 3TR avec laTaqg DNA polymérase Long
template fragment AmplificatiofRoche), selon les conditions suivantes: un cycl@5°C
pendant 2min, 35 cycles de dénaturation 95°C Iwidation 61°C 30s/ élongation 68°C 2min,
et un cycle d’élongation a 68°C pendant 5min. Lgus@cage des produits d’amplification est

réalisé de la méme maniere que décrit précédem(efept 143).

8. Test Luciférase

a) Construction plasmidique

Afin d’évaluer l'impact de la longueur de la ségoen3’'UTR des transcrits du gene
myostatinesur I'expression de la protéine nous avons insi@® sequences 3'UTR de taille
variable en aval de la séquence codante de laétasié dans le plasmid@miR-Glo Dual-

Luciferase miRNA Target Expression Veg@romega).
A partir d’ADN génomique, nous avons amplifié légjsences d’intéréts grace a I'utilisation
d’amorces contenant des sites de restrictiived pour 'amorce sens &all pour les amorces
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Tableau 5: Amorces utilisées pour I'amplification PCR de séquences 3’UTR de tailles

variables.

Nom de I'amorce Séquence de I'amorce 5'- 3'
Cl103Xbal ATTCTAGAGGTCTATATTTGGTTCATAGCT
Cl104sall TAGTCGACTAGCTCATATACTGTAGCTTGT
Cl105Sall TAGTCGACTGATGGTTAAATGCCAACCATA
Cl106Sall TAGTCGACTCACCAGAAGACAAGGAGAATT
Cl107Sall TAGTCGACTGTAAATATTAAGTGAAACTGT
Cl108sall ATGTCGACTACAAAACAATATTGTATACAT
Cl109Sall TAGTCGACTATTCTGATTTCAGATAATAGA
Cl1108Sall TAGTCGACTAAGATATCATCAGTTTATTAT
Cl111Sall TAGTCGACTGATTAACAAAATCCTGATTTA
Cl112Sall TAGTCGACTAATCATAAGTACAATTTATIT
Cl113Sall TAGTCGACTATAACTTAAATTGTTTCTACA
Cl114sall TAGTCGACTCTTTCAAAAAAGGTGAAAACA

A Xbal  sall 3. Xbal  Sall

pmirGLO
Vector

(7350bp)

'GK
promoler

Figure 30 : Plasmide PmiR-Glo Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vector modifié.

A, Les séquences 3’UTR ont été insérées dans le site de clonage multiple grace a I'utilisation des
enzymes de restriction Xbal et Sall. B, Délétion de la séquence signal SV40 late poly(A) signal.



antisens (tableau 5). Nous avons realisé une hgala ces produits d’amplifications dans le

plasmideTopoXL(Invitrogen) afin d’en faciliter la digestion.

Le plasmidePmiR-Glo Dual-Luciferase miRNA Target Expressiontdiea été digéré par les
enzymesXbal et Sall (15ul de plasmides traités avec XNial, 1l Sall, 5 pl tampon dans 50ul
final, puis incubés 3h a 37°C) afin d'y insérer lpsoduits d’amplifications obtenus

préecédemment.

Dans le test n°1, nous avons inséré les sequerddfR Ie taille variable dans le site de

clonage multiple grace aux sites de restricktal et Sall (Fig. 30A).

Dans le test n°2 nous avons délété le plasmideade2gquence signal de polyadénylation
(SV40 late poly(A) signplet inséré les séquences 3'UTR de tailles varsadkns le site de
clonage multiple grace aux sites de restrickdal et Sall (Fig. 30B). La délétion de la séquence
signal Poly(A) de SV40 a été réalisé par digessoaymatique du plasmide en utilisant les
enzymes de restriction§nl et Notl (5ul de plasmides traités avec 1ulKjml, 1ul deNotl, 2u
tampon dans 20ul final, puis incubés 2h a 37°C).

Les produits d’amplification digérés sont incubgeale plasmide digéré en présencelde
DNA ligase (Biolabs) afin d’effectuer la ligature de ces puitsl d’amplification dans le
plasmide. Aprés transformation bactérienne et 8éleaes bactéries positives, les plasmides
positifs sont purifiés par maxi-prep avec le kitdoFree Plasmid Maxi KifQiagen) en suivant
les instructions du fabricant. Les plasmides sosuge préts a étre transfectés dans des cellules

myoblastiques de souris de lignée C2C12.

b) Culture cellulaire et transfection

Des cellules C2C12 de stade P6 sont ensemencgata(klune plaque 48 puits avec 15 000
cellules par puits et dans deux plagues 6 puitg 28 000 cellules par puits contenant du
milieu de croissance GM (milieu DMEM, 10% SVF, 5aUfénicilline, 0,05% streptomycine).
La plaque 48 puits ensemencée permettra la détect® la luminescence produite par
I'expression de la luciférase dans chaque puitgsaja transfection en triplicat des plasmides
PmiR-glo purifiés précédemment, contenant des segge3’'UTR variables. La plaque 6 puits
nous sert a I'extraction des ARN produits par lelbutes de chaque puits, aprés la transfection
des plasmides contenant ces séquences 3'UTR \esidbanalyse par RACE des ARN extraits

permettra d’identifier les différents transcrit®guits par ces cellules transfectées avec les
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plasmides contenant des séquences 3'UTR variablds eérifier qu’ils ont leur propre queue

polyA et pas celle du vecteur pour le test 1.

Le lendemain de I'ensemencement (J2), les celkoes transféctées avec le plasmide grace
a l'utilisation de I'agent transfectant XtremegéR®che) en suivant les instructions du fabricant.
Chaque puits de la plaque 48 puits est traité &@pg de plasmide et 1,8ul d’Xtremegene

(mélange préparé dans 30ul de milieu optimem) a8Vl de milieu de croissance GM.

Chaque puits de la plaque 6 puits est traité ayeg @ plasmide et 9ul d’Xtremegene
(mélange préparé dans 150ul de milieu optimem) ay&ml de milieu de croissance GM. Le

milieu est changé a J3 et la luminescence révélde a

La quantité relative d’expression de la luciférasé dosée par mesure de la luminescence

grace au kiDual-Glo® Luciferase assajPromega) en suivant les instructions du fabricant

9. Western blot

Deux anticorps ont été testés sur des échantifpooi®iques provenant de tissu musculaire
longissimus dorsd’animaux de race Blonde d’Aquitaine. Les échaml musculaires sont
broyés a l'azote liquide puis mis en solution RIP&is 50mM pH8, NaCl 150mM, IGEPAL
CA-630 1%, Desoxychelate sodique 0,5%, SDS 0,14nexconcentration de 20ul de tampon
par gramme de tissu pendant 2h a 4°C et homogénéita seringue. Apres une centrifugation

de 20min a 10 000g a 4°C, le surnageant est réegpélosé.

Anticorps anti-myostatine dirigé contre la partieodetive de la myostatine (Bethyl
Laboratories) : Anticorps primaire polyclonal pridehez le lapin. Il cible la séquence
peptidique « NMLYFNGKEQIIYGKI » humaine a partir désidu 349 (Gonzalez-Cadavid et
al., 1998). Les échantillons sont prétraités aweDdT (0,1ul/pg), puis dénaturés 10 min a 95°C
et sont déposés sur un gel tris-glycine acrylaniif&, pour migration électrophorétique. Le
transfert est effectué pendant 1h sur membrandtdeellulose & 0,8mA/c Aprés une étape
de saturation dans une solution bloquante 1% (RetB8, I'anticorps est utilisé au 1/508 a
4°C toute la nuit sur la membrane dans la solubtoguante 0,5%-TBS, puis couplé a un
anticorps secondaire anti-lapin (Dako) utilisé dwissi au 1/1006° & température ambiante

pendant 1h dans la solution bloquante 0,5%-TBSe#pges lavages au TBS, la présence de la
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protéine est révélée par le réadiifihanced ChemiluminescefRoche) et I'utilisation de film

photographique.

Anticorps anti-myostatine dirigé contre le propdptide la myostatine (Sigma-Aldrich) :
Anticorps primaire polyclonal produit chez le lapifi cible une séquence peptidique
« RSLKLDMNPGTGIWQ » a partir du résidu 191. Les &atillons sont prétraités avec du DTT
(0,1pl/png), puis dénaturés 10 min a 95°C et sopbsés sur un gel acrylamide tris-glycine de
résolution de 15% pour migration électrophorétidieetransfert est effectué pendant 90min sur
membrane de nitrocellulose & 0,8mAfcprés une étape de saturation dans une solution
bloquante 1%-TBS, I'anticorps est utilisé au 1/95@ 4°C toute la nuit sur la membrane dans la
solution bloguante 0,5%-TBS, puis couplé a I'anfpsosecondaire anti-lapin utilisé au 1/185650
a température ambiante pendant 1h dans la solokmuante 0,5%-TBS. Aprés des lavages au
TBS-T 0,05%, la présence de la protéine est réevyiéde réactiEnhanced Chemiluminescent

(Roche) et I'utilisation de film photographique.

De la myostatine monomérique pure (partie C-terfajnau son propeptide pur (R&D

systems) ont servis d’échantillons contrdle posittihégatif.

10. Test Elisa

Des prélevements de sang ont été realisés surriesua de race Blonde d’Aquitaine
(Station de Soual), Limousin (Station de Moussouzerche) et Salers (Station du Fau Soubro,
Saint-Bonnet-de-Salers). Ces échantillons ont em&ié centrifugés pendant 10min a 1100g a
température ambiante afin d’en récupérer le séh@stests Elisa sont réalisés en utilisant le kit
Quantikine® ELISA GDF-8/Myostatine (R&D systems).u Apréalable, 20ul de sérum par
animal est ensuite traité avec 10ul d’HCI 1N, irependant 10min a température ambiante puis
traité avec 10ul de NaOH 1,2N/HEPES 0,5M, puiséidans une solution « calibrateur » fourni
dans le kit. Aprés avoir suivi les instructions fabricant, le taux de myostatine globale dans
chaque échantillon est dosé par absorbance a ngador d’'onde de 450nm. La concentration
correspondante, en pg/ml, est obtenue en utiliEmbgiciel MARS Data analysis software
(BMG Labtech).
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Figure 31 : Animaux hypermusclé de races Blanc Bleu Belge (A) et Blonde d’Aquitaine (B).

On observe nettement le phénotype extréme chez I'animal de race Blanc Bleu Belge (A) comparé a
I’animal de race Blonde d’Aquitaine (B) qui présente un phénotype hypermusclé plus modéré. (Photo

A de Druet et al., 2014).



Résultats et discussion

I. Découverte de l'allele favorable a une hypertrophie

musculaire chez la race Blonde d’Aquitaine

1. Hypothese de travail

Chez le bovin, plusieurs mutations (cf. IntroductiBibliographique 1l. 6.) pertes de
fonctions du génenyostatineconduisant a différents degrés d’hypertrophiescumlagres ont été
identifiées (Grobet et al., 1997, 1998; Kambadualet1997; McPherron and Lee, 1997). Un

phénotype extréme a été décrit chez la race bd@lerec Bleu Belge (Fig. 31A).

La race bovine Blonde d’Aquitaine (Fig. 31B) quantelle, présente une hypertrophie
musculaire plus modérée avec une certaine vat@bdommunément observée entre les
animaux. En dépit de nombreux travaux dédiés aiddud’origine génétique du caractere
« développement musculaire » chez la Blonde d’Aqjud, aucune mutation causale n'a été
rapportée a l'instar des autres races bovineségadNéanmoins, ces travaux n'ont pas exclu la
possibilité d’'un transcrit aberrant du gemgostatine Dans ce contexte, notre hypothese de
travail se base sur un diagnostic approprié d’'@fle situation chez la Blonde d’Aquitaine en
passant par une analyse quantitative et qualitaévéa structure primaire de 'ARNm du gene
myostatine Méme si I'aspect quantitatif a été exclu par ttasaux précédents (Karim et al.,
2000), une structure aberrante des transcrits che géyostatine pourrait échapper aux
mécanismes de surveillances cellulaires et étréoldgihe du phénotype d’hypertrophie

musculaire observé.

2. Analyse de la structure primaire des transcrits du gene myostatine et
découverte d’'un nouvel allele mh chez la Blonde d’Aquitaine

L’'analyse fine de la structure primaire du trartscii genemyostatinea débuté par le

séquencage de sa séquence codante. Pour celavomssextrait et rétrotranscrit les ARNm en
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Figure 32 : Un environnement propice a I'épissage.

A, La substitution T->G (fleche) crée un site donneur d’épissage (GT, souligné) dans un environnement
en cis fort avec la présence en amont du dinucléotide AG et d’une séquence polypyrimique (souligné)
(Bouyer et al., 2014). B, En aval une séquence qui suit le dinucléotide GT, propice a une

complémentarité avec des snRNA du complexe d’épissage.



ADNCc a partir de tissus musculaires provenant darfithaux de race pure Blonde d’Aquitaine.
L’amplification de la séquence correspondant auecde lecture ouvert et I'établissement de sa
structure primaire par séquencage directe des pisodiamplification révele que les transcrits du
géenemyostatinechez la Blonde d’Aquitaine se caractérisent paexwon supplémentaire de 41-
pb entre le ™ et le 3™ exon légitime. La séquence correspondante estémssat issue de
'intron 2 par une activité effective supplémergaidu splicéosome. L’établissement de la
séquence primaire de la totalité de l'intron 2 iésanimaux de race Blonde d’Aquitaine révele
un seul polymorphism&3811>G3811 Cette mutation engendre la création d’'un nouvata
donneur d’épissage dans un environnementietrés favorable a l'inclusion des 41-pb par le
splicéosome. En effet, la mutation permet un appaent parfait avec les snRNA impliqués dans
I'activité du spliceosome (Fig. 32). De plus, encatndes 41-pb et de facon adjacente, il existe
naturellement un site accepteur d’'épissage parhditsi, le splicéosome se voit imposer

I'insertion de I'exon supplémentaire de 41-pb.

A la suite de cette insertion, les transcrits pdasécette séquence exonique supplémentaire
prédisent la production d’'une protéine tronqué&odée sa partie C-terminale bioactive. En effet,
I'insertion engendre I'apparition prématurée dexdeadons STOP successifs dans le cadre de
lecture ouvert. Ce transcrit atypique est déteetabl RT-PCR et en RT-gPCR ce qui dénote de
sa relative stabilité. En effet, il ne semble pa&® & cible des mécanismes de surveillance
comme le NMD fonsense-mediated degayui ne détecte pas les codons STOP prématurés
situés a moins de 50 nucléotides de la dernieretion exon-exon (Isken and Maquat, 2007).
Par ailleurs, la production de ce transcrit abérréest pas stricte : l'activité du splicéosome
permet aussi la production d’'un transcrit sauvagen niveau résiduel méme chez les animaux

homozygotes pour la mutation.

La forte représentativité du transcrit aberrantultésait de la concomitance de deux
évenements : i) le transcrit aberrant échappeuallldD ii) la dérépression du gemeyostatine
qui résulterait de l'absence d'un seuil de myosttifonctionnelle requis pour une
rétroinhibition. En effet il a été montré que la osiatine autorégule son propre gerna
SMAD7, un inhibiteur puissant des voies de sigadili; TGFB et activines (Forbes et al.,
2006).
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La découverte de cet alléle atypiqu8811>G381) par rapport aux autres alleles du géne
myostatinedéja identifiés chez le bovin, ainsi que les méésoemployées pour y parvenir sont

décrites plus en détail dans la publication suant

Deep Intronic Mutation and Pseudo Exon Activation as a Novel
Muscular Hypertrophy Modifier in Cattle

Claire Bouyer, Lionel Forestier, Gilles Renand, Ahmad Oulmouden.
Plos one. 2014.
DOI: 10.1371/journal.pone.0097399.
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Abstract

Myostatin is essential for proper regulation of myogenesis, and inactivation of Myostatin results in musce hypertrophy.
Here, we identified an unexpected mutation in the myostatin gene which is almost fixed in Blonde d'Aquitaine cattle. In
skeletal muscle, the mutant allele was highly expressed leading to an abnormal transcript consisting of a 41-bp inclusion
and premature termination codons and to residual levels of a correctly spliced transcript. This expression pattern, caused by
a leaky intronic mutation with regard to spliceosome activity and its apparent stability with regard to surveillance
mechanisms, could contribute to the moderate muscle hypertrophy in this cattle breed. This finding is of importance for
genetic counseling for meat quantity and quality in livestock production and possibly to manipulate myostatin pre-mRNA in
human muscle diseases.
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Introduction

Myostatm, a member of the transforming growth factor beta
(I'GF-B) superfamily, functions as a negative regulator of skeletal
muscle development and growth. Myostatin 1s expressed almost
exclusively in cells of the skeletal muscle lineage, from the
embryonic myotome to striated muscle in adults [1]. The myastatin
gene has been highly conserved throughout evolution, particularly
at the third exon encoding the entire bioactive COOH-terminal in
all vertebrate homologs [2,3]. Like other TGF-f superfamily
members, Myostatin is synthesized in a precursor form which
dimerizes via disulfide bonds and undergoes three proteolytic
cleavages. Removal of the signal peptide sequence is followed by
cleavage at a tetrabasic processing site, resulting n a NH2-
terminal propeptide and a COOH-terminal peptide. Following
this proteolytic processing, the propeptide and disulfide-linked C-
terminal dimer remain noncovalently bound in a latent complex.
Activation of latent Myostatin can occur by proteolytic cleavage of
the propeptide by members of the BMP 1/tolloid family of
metalloproteinases, which causes dissociation of the latent complex
[4].

Since its discovery in mice in 1997 [1], the myostatin gene has
been extensively investigated considering the potential benefits of
enhancing muscle growth in clinical and agricultural settings. Loss-
of-function mutations which impair Myostatin function or those
which knockdown myestatin gene expression, result in muscle
hypertrophy often referred to as “double-muscling”™ [5-10]
whereas myostatin overexpression induces profound muscle loss
[11]. In humans, the first natural myostatm mutation has bheen
identified in a young boy [12]. Building on these results, a number
of strategies including the use of Myostatin inhibitors or antisense

PLOS ONE | www.plosone.org

oligonucleotides to manipulate myostatin pre-mRINA splicing are
being developed for the treatment of muscle-wastng disorders
such as Duchenne muscular dystrophy [13.14].

In cattle, several mutations that cause different degrees of
hypermuscularity have been reported. The most extreme pheno-
type is seen in the Belgian Blue breed (BBB) [7]. The well-muscled
French Blonde d’Aquitaine breed (BAB) is renowned for
producing high-yielding beef carcasses and displays a less
hypertrophic phenotype (Fig. 1) with certain variations in muscle
conformation commonly observed between anmimals. Based on the
absence of an altered amino-acid sequence and reduced myostatin
mRNA levels, the myostatin gene does not seem to be responsible
for muscle phenotype in BAB [8,15]. However, these studies did
not rule out the existence of an aberrant transcript that may escape
surveillance mechanisms.

Here, we identified an unexpected mutation in the myostatin
gene. In skeletal muscle, the mutant allele was highly expressed
leading to an abnormal transcript with a premature termination
codon and to residual levels of a correctly spliced transcript.

Results

Aberrant myostatin mRNA

We studied potential transcript abnormalities that could be
caused by an intronic mutation. For this, we sequenced the 1.582-
kb myostatin cDNA obtained by RT-PCR in Blonde d’Adquitaine
lomgissimus dersi, a hypertrophied skeletal muscle in cattle. The
amplification products (Fig. 2) encompassed the three coding
exons which were 35-bp upstream and 420-bp downstream of the
open reading frame respectively. At first glance, these results
suggested that BAB animals produce correctly spliced myostatin

May 2014 | Volume 9 | Issue 5 | e97399
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Figure 1. A Blonde d’'Aquitaine bull homozygous for the
73811>G3811 mutation exhibiting muscle hypertrophy.
doi: 10.1371/journal.pone.0097399.g001

mRNA. Unexpectedly, direct sequencing of these PCR products
m 10 fullblood BAB animals revealed a 41-bp insertion between
exons 2 and 3 in 9 anmals (Fig. 3A, B). The tenth animal
exhibited both aberrant and correctly spliced transeripts. Further-
more, this extra exon inclusion contained two successive prema-
ture termination codons (PT'C). Translation of this aberrant
transcript predicts a runcated protein lacking the entire bioactive
region [2,3] encoded by exon 3 (Fig. 3C). Examination of the
genomic sequence of the myostatin gene showed that the 41-bp
msertion was located in intron 2. Closer examination of the
flanking sequences showed that this pseudoexon intronic sequence
was preceded by a perfect 3" acceptor splice site (Fig. 4).

Causative mutation

To identify the cause of this aberrant splicing we carried out
genomic DNA sequencing of the entire intron 2 (2.033-kh) in the
ten animals. Direct sequencing of PCR products revealed a
13811>G3811 deep mtronic mutation (numbering from the first
base of the translation codon at the genomic level). Remarkably,
the mutation ereated a new 5" donor splice site. Nine animals were
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A New Mechanism of Musde Hypertrophy in Cattle

found /G homozygous (Fig. 4A) and the tenth was 7/
heterozygous as expected (Fig. 4B). We did not find any other
changes in the remaining intron 2 sequence. These results suggest
that the intronic “exonisation” discovered in the BAB animals was
caused by a perfect preexistent 3" acceptor splice site and the
13811>G381 1 mutation. This substitution seems to generate a
strong cryptic 5' donor splice site (Fig. 4). This assumption is
supported by the fact that we could not detect any wild-type
transcripts by direct cDNA sequencing of all homozygous G/G
animals (Fig. 3) whereas the heterozygous G/7 animal exhibited
both wild-type and abnormal transcnpts.

Genotyping in different cattle breeds

We genotyped 445 animals from several European catde breeds
by RFLP-PCR (Fig. 5) for the deep intronic mutation. We found
that the mutation was almost fixed in BAB (Table 1); all animals
belonging to other cattle breeds were wild-type. Taken together,
our findings identity a deep intronic mutation (73811>G3811)
leading to an aberrant myostain mRNA. This likely results in a
truncated Myostatin, lacking the entire bioactive region and hence
reduction in functional Myostatin concentrations contributing to
muscular hypertrophy in animals belonging to Blonde d’Agquitaine
breed.

Relative stability of mRNA-containing premature stop

codons

The most striking result revealed by our work was the apparent
stability of the aberrant transcript despite the presence of
premature termination codons as assessed by RT-PCR and direct
sequencing (Fig. 2 and Fig. 3). Indeed, ecukaryotic mRNAs
harboring a PTC are often the targets of nonsense-mediated
mRNA decay (NMD) [16].

To gain more insight into the expression and stability of this
aberrant transcript, we developed (Fig. 6A) TagMan real-time
quantitative RT-PCR assays targeted specifically to the 41-bp
inclusion (in G/G or G/T animals) or both to wild-type and
abnormal transcripts (in G/G, G/T or T/T animals). As expected,
the commonly used TagMan probe detected myostatin mRINA in
all animals regardless of their genotype (Fig. 6B). Indeed, the two

3'UTR
3

Figure 2. myostatin cDNA amplifications. (A) myostatin mRNA structure. Arrows show the primers used for PCR amplification. (B) PCR products
obtained from longissimus dorsi cONA samples of ten Blonde d'Aquitaine animals (1-10). The predicted size (A) is 1.582-kb. All the amplifications were
directly sequenced by the same primers used for PCR amplifications (A). T: PCR assay without sample; M: size marker.

doi:10.1371/journal.pone.0097399.9002

PLOS ONE | www.plosone.org

May 2014 | Volume 9 | Issue 5 | 97399



A New Mechanism of Muscle Hypertrophy in Cattle

A l " /l|
bt s L '*
‘ﬂ} L f‘hf, .’.J NS A q M‘M A D
- - - AACCAGGAGAAGATGGACTGGTAGCATTTTAATGATCAAAGTTGGTGACGTGACAGAGGTCACTCCTTTTTTAGAAGTCAA -
2n exon I‘ 41 bp additional exon Jl 3 exon =
B
f'J\MM Il A
--AACCAGGAGAAGA'I:G GACTGACTCC TT-TTT'IF AGAAGTCAA---
—_—  2Wexon I} I exon —m™— — —
(o4
— 2’"’ exon end ! 41bp additional exon f—begini of the 3n:l exon

BAB - CCAGAACCAGGAGAAGATGGACTGEIY- (el Suunr-N-yyclurel V-V-\cyn eley el {oleq el (el e/ Neley (e ACTCCTTTTTTAGAAGTCAA -
P EPG E DG L V_A FSTOP

P EPGE DG LTUZPTFLEVK
wWT --- CCAGAACCAGGAGAAGATGGACTGACTCCTTTTTTAGAAGTCAA -----
— = 2" gxon end————begining of the 3rd exon — —

Figure 3. Aberrant myostatin cDNA. (A) Nine sequenced Blonde d'Aquitaine (BAB) animals carry a 41-bp additional sequence between the exons
2 and 3. (B) Wild-type myostatin cDNA primary structure at the exon2/exon3 junction (WT). (C) The 41-bp extra exon inclusion leads to a premature
termination codon. Therefore, translation predicts a truncated protein lacking the entire bioactive region [2,3] encoded by exon 3. The arrow
indicates that the extra exon inclusion occurs at the exon2/exon3 junction of the wild-type transcript. Of note, the premature stop codon occurs 29-

bp upstream from the exon2/exon3 junction.
doi:10.1371/journal.pone.0097399.g003
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Figure 4. Deep intronic mutation. (A) The TG substitution (arrow) creating a strong 5' donor splice site (GT, underlined) was found in nine
animals at the homozygous (G/G) state. (B) The tenth is heterozygous (7/G). A perfect preexistent 3’ acceptor splice site: AG and its upstream

pyrimidine tract are underlined.
doi:10.1371/journal.pone.0097399.g004
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Figure 5. RFLP-PCR genotyping. (A) The TG substitution leads to disappearance of the Afill restriction site in Blonde d'Aquitaine (BAB). (B) PCR
amplification products from two BAB animals and one Limousine animal (Lim) were digested either by Aflll or by Hindlll restriction enzymes. Affil
digestion differentiates animals which are homozygous G/G (BAB2, no digestion, one 763-bp fragment), heterozygous T/G (BAB1, three fragments:
undigested PCR products corresponding to the mutated allele (763-bp) and PCR products corresponding to the wild-type allele gave two 565-bp and
198-bp fragments) or homozygous T/T (Lim, two fragments: 565-bp and 198-bp). Hindill digestion was used as a cutting control. WT: wild-type; M: size
marker.

doi:10.1371/journal.pone.0097399.g005

first exons were shared by abnormal and correctly spliced one 73811=>G3811 allele (Fig. 6C) as expected. This transcript

transcripts (Fig. 6A). The probe targeted to the 41-bp inclusion remained undetectable in the two homozygous (7/7) animals used

detected the aberrant transcript only in animals carrying at least as control (Fig. 6C). Of note, although some fluctuations in
Table 1. Genotyping of the T3811>G3811 mutation in European cattle breeds.
Breed/country Number of animals T GG TG
Blonde d'Aquitaine/France 60 6 50 4
Limousine/France 42 42 0 0
Aubrac/France 48 48 0 0
Salers/France 33 33 0 0
Maine Anjou/France 20 20 0 o
Parthenese/France 15 15 0 0
Charolaise/France 16 16 0 0
Montbeliarde/France 18 18 0 0
Simmentale/France 9 9 0 0
Prim'Holstein/France 9 9 0 0
Normande/France 10 10 ] 0
Gasconne/France 2 2 0 0
Black Japanese/Japan 2 2 Q Q
Brave/France 16 16 0 0
Camargue/France 17 17 0 a
Italian brown/Italia 15 15 0 0
Maremmana/talia 9 9 Q 0
ltalian red Pezzata rossa/ltalia 8 9 0 0
Italian Friesan/Italia 19 19 0 0
Piemontaise/[talia 29 29 0 0
Romagnola/italia 19 19 0 0
Belgian Blue Breed/Belgium 6 6 0 0
Chianina/italia 1 1 0 0
Marchigiana/Italia 11 11 0 0
Total 445 391 50 4
doi:10.1371/joumal pone.0097399.t001
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expression were seen, both TagMan probes showed a similar
expression pattern in the 10 screened BAB animals (Fig. 6B, C).
Interestingly, abnormal transcripts (with a PTC) were more
plentiful than wild-type transcripts. Taken together, and although
speculative, these results strongly suggest that expressed transcripts
harboring PTCs escaped surveillance mechanisms, probably
nonsense-mediated mRNA  decay (NMD) in this case. One
plausible explanation of this NMD resistance is that the PTC 1s
located less than 50 nucleotides from the last exon/exon junction
(Fig. 3). In mammals, as a general rule, only a PTC which occurs
more than 50 nucleotides upstream from the last exon/exon
junction will be subjected to NMD [16]. Otherwise, the increased
levels of myastatin mRNA in Blonde d'Aquitaine cattle as compared
to Limousme cattle (Fig. 6) suggests a negative feedback loop for
functional Myostatin (see discussion).

Residual level of wild-type mRNA

The genotyping studies above showed that the deep intronic
mutation was almost fixed in Blonde d’Aquitaine cattle (Table 1).
However, some differences in muscle phenotype conformation still
exist suggesting that the mutation is leaky with regard to
spliceosome actwvity. Although the wild-type transcript remained
undetectable by direct PCR sequencing we performed RT-PCR
on cDNA using specific primers to identify residual wild-type
transcripts (Fig. 7). Interestingly, this analysis revealed that residual
wild-type transcripts, likely resultng from leaky splicing, were
apparently produced (Fig. 7B) in homozygous (G/G) animals at

A New Mechanism of Muscle Hypertrophy in Cattle

detectable levels (lines: 1, 2, 6, 7, 8, 9) as compared to the G/7T
heterozygous animal (line 10). Aberrant transcripts were more
expressed in (/G animals than in the G/7 heterozygous animal
{line 10). This result was confirmed by cloning and sequencing.
Unfortunately, we were unable to quantify the residual correctly
spliced transeript by either semi-quantitative RT-PCR or TagMan
real-time quantitative RT-PCR.

Discussion

Myostatin is a TGF-f superfamily member that acts as a
negative regulator of skeletal muscle growth, Mice lacking
Mpyostatin have a dramatic and widespread increase in skeletal
muscle mass as a result of a combination of muscle fiber
hypertrophy and hyperplasia [1]. Natrally occurring mutations
in the myostatin gene also lead to hypermuscular phenotype in cattle
breeds such as the Belgian Blue and Piedmontese [5-7]. Blonde
d’Aquitaine cattle have a less hypertrophic phenotype (Fig. 1) with
certain variations in muscle conformation commonly ohserved
between animals.

Here, we have shown that T3811>G381] mutation within
intron 2 of the myostatin gene (Fig. 4) is almost fixed in Blonde
d’Aquitaine cattle (Table 1). This is a deep intronic mutation
which creates an illegitimate strong cryptic 5' donor splice site
(Fig. 4). In skeletal muscle, the mutant allele was highly expressed
(Fig. 6 and Fig. 7C) leading to an abnormal transcript harboring a
premature termination codon (Fig. 3C) and to residual levels of a

variable levels ranging from undetectable (lines: 3, 4, 3) to correctly spliced transcript (Fig. 7B), likely resulting from leaky
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Figure 6. myostatin RT-qPCR transcripts. (A) Partial structure of the myostatin transcript from Blonde d'Aquitaine (BAB) and wild-type (WT) alleles.
At top, the BAB allele contains the 41-bp additional exon (blue) and can be detected on gPCR by the probe 41 (blue) and probe W (black). At bottom,
the wild-type allele, without the additional exon can only be detected by the probe W. Relative expression of myostatin transcript from twelve muscle
samples detected by the probe W (B) and the probe 41 (C). 1-9: BAB homozygous (G/G) animals. 10: BAB heterozygous (G/T) animal. L3, L5: Limousine

homozygous (7/7) animals.
doi:10.1371/journal.pone.0097399.g006
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331 bp
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Figure 7. Residual wild-type transcripts. (A) Partial sequence at exon2/exon3 junction of myostatin cDNA in Blonde d'Aquitaine (BAB) and
normal (WT) cattle. Extra-exonisation in BAB at exon2/exon3 (G/A) junction is indicated (bracket). Two specific primers (PCRWT-F/PCRWT-R and
PCRBAB-F/PCRBAB-R, Table 2) were used to amplify either the correctly spliced (B) transcript (WT strand) or (C) the transcript with an extra exon (BAB
strand). (C) The aberrant transcript was detected at relatively higher levels as compared to the heterozygous G/T animal (line 10) in agreement with
real-time RT-gPCR data (Fig. 6). Of note, residual correctly spliced transcripts were detected in G/G animals at variable levels ranging from
undetectable (lines: 3, 4, 5) to detectable levels (lines: 1, 2, 6, 7, 8, 9) as compared to the G/T heterozygous animal (line 10). T: PCR assay without

sample; M: size marker.
doi:10.1371/journal.pone.0097399.g007

splicing. Translation of the aberrant transeript predicts a non-
functional protein lacking the entire bioactive region [2,3]
(Fig. 3C). This prediction is supported by the fact thar mysstatin
gene is up-regulated (Fig. 6) in Blonde d’Aquitame (see below). On
the other hand, the residual correctly spliced transcript detected by
RT-PCR (Fig. 7B), predicts that some functional Myostatin is also
produced. Unfortunately, we were unable to quantify this residual
correctly spliced transcript by both semi-quantitative RT-PCR
and TagMan real-time quantitative RT-PCR., However, although
speculative, this expression profile might result in reduction in
functional Myostatin concentrations and hence the moderate
hypertrophic phenotypes of Blonde d’Aquitaine cartle.

Like other TGF-P superfamily members, the mature Myostatin
signals via the activin type II receptors (ActRIIA and ActRIIB) and
activin type 1 receptors (ALK4 and ALKS5) to phosphorylate
responsive Smad proteins (Smad2 and Smad3, Smad2/3), which
enables the Smad proteins to form a transcriptional complex with
Smad4 to transcribe target genes [17]. Mvyostatin activity is
controlled at various levels by different mechanisms, mcluding a
range of extracellular antagonists that interact with Myostatin and
prevent receptors activation [3,18,19]. Furthermore, several
reports have shown that myesiatin gene expression is regulated at
the transcriptional level in humans and cattle through s
regulatory elements and frans acting factors [20,21]. Otherwise,
expression studics revealed that there is increased cxpression of
myostatin mRINA in the muscle of “double-muscled” cattle that
carry a loss-of-function mutation in myostatin gene when compared
to the expression in normal muscled cattle [22-24|. Based on these
results, it has been suggested that Myostatin could regulate the
expression of its own gene. Subsequently, it was confirmed that
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Myostatin indeed auto-regulates its own expression by feedback
loop via Smad7, a potent inhibitor of signaling by TGF-p and
activins [25]. Of note, this smdy has shown that Belgian Blue cattle
that express non-functional myesiatin allele produce relatively
higher quantities of myostatin mRNA in the biceps femons muscle
as compared to the normal cattle [25]. Our expression analysis s
consistent with those data (Fig. 6 and Fig. 7). Virtually all G/G
homozygous animals exhibit relatively higher levels of myosiatin
transcripts in the lngissimus dorst muscle as compared to both G/7
heterozygous and 7/7 wild-type animals. Thus, up-regulation of
the myostatin gene in G/G Blonde d’Aquitaine animals suggests that
the negative feedback loop regulated by functional Myostatin is
altered in this breed. Although it remains to be proven, these
cxpression analyses suggest that non-functional Myostatin is
produced in Blonde d’Aquitaine animals and is correlated with
high levels of the aberrant transcript. In this regard, it will be of' a
great interest to compare this auto-regulation in Belgian Blue
animals where a functional Myostatin protein is almost certainly

not produced and n Blonde d’Aquitaine animals with a leaky
mutation which probably produces some functional Myostatin
from residual correctly spliced mRNA. This is all the more
mnteresting since truncated Myostatin from Blonde d’Acuitaine
catte lacks the entire bioactive domain whereas that of the Belgian
Blue breed exhibit a portion of the bicactive domain. Furthermore
myostatin mRNA-containing PTCs that lead to cach truncated
Myostatin [5-7| seem to have escaped surveillance mechanisms,
most likely nonsense-mediated mRNA decay (NMD) in this case.
In Blonde d’Aquitaine and Belgian Blue cattle, the PT'C is located
less than 50 nucleotides trom the last exon/exon junction (Fig. 3)
and in the last exon (that is not followed by an exon-exon
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junction) respectively, In mammals, as a general rule, only a PTC,
which occurs at more than 50 nucleotides upstream from the last
exon/exon juncton, will be subjected to NMD [16].

In conclusion, we identified a mutation in the myostatin gene that
most likely contributes to muscular hypertrophy of the Blonde
d’Aquitaine breed. Taken together, it is attempting to speculate
that this leaky mutation, with regard to spliccosome activity,
appears to buffer the nonsense mutation and prevents extreme
muscle overgrowth making it biologically significant in the context
of mutations causing hypermuscularity. Indeed, extreme muscle
overgrowth i cattle has disadvantages including reduction in
female fernlity, lower wviability of offspring, delay in sexual
maturation and systematic use of cesarean delivery due to large
calf size. This finding is of importance for genetic counseling for
meat quantity and quality in livestock production and possibly
opens a new therapeutic option using myostatin pre-mRNA fo treat
human muscle discases.

Materials and Methods

Blonde d’'Aquitaine animals and muscle samples

Ten 12 months old Blonde d’Aquitaine bulls were used in this
smdy. They were reared in the same conditions of feeding, housing
and health status at the beef progeny test station of MIDATEST
(Pyrénées Atlantiques, France). Longissimus dorsi samples were
collected within 15 minutes after slaughter (slaughterhouse of Pau,
France), cut into small pieces and immediately frozen m liquid
nitrogen, transported to the laboratory and stored at —80°C until
use. Muscle samples (used as controls) from two animals belonging
to the Limousine breed were obtained from Limoges slaughter-
house (France).

DNA and RNA extractions

DNA was extracted from the ten muscle samples using the
OlAamp DNA midi kit (Qiagen) according to the manufacturer’s
mstructions and stored at —20°C. Total RNA was extracted from
muscle samples using Tri reagent (Sigma-Aldrich) and treated with
DNase 1 (Sigma-Aldrich) following manufacturer’s instructions.
The quality and quantity of RNA were evaluated by the Agilent
2000 bicanalyzer and conserved at —80°C until use.

RT-PCR and quantitative real-time RT-PCR

RT-PCR and quantitative real-time R'T-PCR assays for RNA
analysis were performed to detect an aberrant myostatin transcript
(RT-PCR assay) that may escape surveillance mechanisms

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 2. List of primers used in this study.

Name Sequence (5'-3') Template Objectives

Intron2-F ACTGTCTTACTGTTCTTTAACAGGAG Genomic DNA RFLP-PCR (Fig. 5)
Intron2-R GAGAGGCACAGACTCAGAAGAAGATA

PCRWT-F ATCAAACCCATGAAAGACGGTACAAG cDNA Wild-type RT-PCR (Fig. 7B}
PCRWT-R AGAAGATGGACTGACTCC AG

PCRBAB-F GTAGCATTTTAATGATCAAAGTTG cDNA BAB RT-PCR (Fig. 7Q)
PCRBAB-R TGCTGTACTCCTACAAAGATGTCT

Intron2seq-F ATGTGAAGACAGTGITGCAGAACTGGCTCA Genomic DNA Entire intron 2 amplification
Intron2seq-R TCTGTGGAGTGTTCATCACAATCAAGCCCA

5'UTR+F-2 AGAACAAGGGAAAAGATTGTATTGATTITA cDNA RT-PCR (Fig. 2}

3'UTR-R-2 AAATAATGGTATATAACAATACTGCA

doi:10.1371/joumal.pone.0097399.1002

(quantitative real-ime RT-PCR). 2 pg of total RNA from the
ten Blonde d’Aquitaine bulls and two Limousine animals were
reverse-transcribed  (RT) into ¢DNA using the high-capacity
cDNA reverse transeription kit (Applied Biosystems). 100 ng
(RNA equivalents) of ¢cDNA for each sample were used as
template (RT-PCR assay) to amplify the entire coding region of
the myostatin wranscript (Fig. 2A) or to detect residual wild-type
transcripts (Fig. 7). PCR amplifications were carried outina 25 pL
reaction volume containing 10 pmal of each primer (T'able 2) and
12.5 uL of 2X working concentration PCR Master Mix (ABgene,
Thermo Scientific) with the following cycling conditions: inital
denaturation at 95°C for 2 min followed by 35 cycles (95°C for
305, 557C for 30 s, 72°C for 2 min) and one cycle (72°C for
5 min). PCR products (Fig. 2B) were purified with 1 ul ExoSAP-
I'T (USB products, Affymerrix) per 5 pl of PCR product, and then
incubated 60 min at 37°C and 15 min at 80°C. Purificd PCR
products were sequenced on both strands using the same primers
and the BigDye Terminator vl.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) according to manufacturer’s instructions.

Quantitative real-time RT-PCR  assays were performed in
triplicate for cach sample using 100 ng ¢DNAs prepared as
described above. Relative amounts cither of wild-type and
aberrant smyestatin transcripts or only aberrant transcripts were
identified by the available Tagman probe (Bt03217979_ml) and a
specific TagMan probe (custom design service, Applicd Biosys-
tems) respectively, The positions of TagMan probe hybridization
targets are indicated in Figure 6. Two genes, CASCS (cancer
susceptibility candidate 3, TagMan probe: Bt0326991_m1) and SF347
(splicing factor 3a, subumt I, TagMan probe: Bt03254301_m]1) were
used as internal control for more accurate normalization of
expression data. cDNAs were amplified on an ABI PRISM®@ 7900
system (Applied Biosystems) according to manufacturer’s instruc-
tions. Relative mRINA expression values were calculated by the
AACt method with normalization of each sample to the average
change in cycle thresholds of controls.

myostatin intron 2 sequencing

The 2.033-kb of myestatin intron 2 was amplified from DNA
from the ten Blonde d’Aquitaine animals using Taq DNApoly-
merase Expand Long Template (Roche Applied Science) accord-
ing to manufacturer’s mstructions; ntron2seq-F and intron2seq-R
primers used are indicated in Table 2. PCR products were purified
and sequenced on both strands as described above.
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RFLP-PCR assays

We genotyped 445 animals from several European cattle breeds
(Table 1) by RFLP-PCR (Fig. 5) for the deep intronic mutation
(13811=G5811). A 763-bp fragment encompassing the SNP was
amplified by PCR from genomic DNA using Intron2-F and
Intron2-R primers (T'able 2), digested using Afl/ restriction
enzyme (Biolabs) and size fractionated by agarose gel electropho-
resis (Fig. 5). The T3811=G3811 SNP destroys a restriction site
that cleaves the wild-type 73811 allele (bur not the mutated 3811
allele) into 565-bp and 198-bp fragments (Fig. 5). Digestion by
Hindlll (a unique site shared between both alleles) was used as a
cutting control.

Digestions with AfII and Hindlll were made using 10 pl
unpurified PCR products, 2 pl enzyme buffer and 1 pl restriction
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Tableau 6 : Corrélations entre les variables mesurées en vif.

Les coefficients de corrélation de Pearson sont indiqués sous la diagonale et les probabilités associées
au-dessus.

P_NAIS p140 gmq pv_fin age_fin
P_NAIS - 0.0642 0.4559 0.0008 0.8287
p140 0.24462 - <.0001 <.0001 <.0001
gmq 0.09983 0.95575 - <.0001 <.0001
pv_fin 0.42735 0.78768 0.844 - 0.7152
age_fin 0.02903 -0.62594 -0.5004 -0.04896 -



3. Association génotype/phénotype

La race Blonde d’Aquitaine est une race particalipuisqu’elle regroupe plusieurs races
bovines du sud-ouest (la Garonnaise, la Quercya éBlbnde des Pyrénées). L’avantage ou
I'inconvénient du regroupement de ces trois raaesut-ouest en une seule et méme race est
qu’il entraine l'introduction d'une forte varialté génétigue au sein de la race Blonde
d’Aquitaine. Néanmoins, comme nous pouvons le wans la publication, la mutation
T38112>G3811 est quasiment fixée chez la Blonde d’Aquitainer 80 animaux, 50 sont
homozygotes mutants, 4 seulement sont hétérozygdtéssont homozygotes sauvages. Ces
données suggerent que la sélection des animauxrhypelés en race Blonde d’Aquitaine par
les éleveurs va dans le sens d’'une associatior &nfirésence de la mutation et le phénotype
hypermusclé.

A la suite de ces résultats nous avons étendu malgses de génotypage dans un contexte
génétique différent pour conforter la relation ede génotypd38112>G3811et le phénotype
associé au développement musculaire. Nous avorgi@xia disponibilité d’animaux issus d’'un
schéma de croisements Blonde d’Aquitaine x Primdth. Ce projet de recherche au sein de
'INRA a éteé initié dans l'objectif d’identifier lanutation causale du développement musculaire
chez la Blonde d’Aquitaine.

Des statistiques d’associations entre le génotypdahimal et des critéres associés a la
qualité et la quantité de la viande ont été réasispar Gilles Renand et son équipe de
'UMR1313 Génétique Animale et Biologie Intégratide I'INRA de Jouy-en-Josas. Pour ce
faire, ils ont analysé les données de génotypages8danimaux (F2 et back-cross) que nous
avons effectué en utilisant le test génétique pigcdnent décrit (cf. Annexe 1 ; Bouyer et al.,

2014), et des données concernant ces criterestietsen sélection bovines.

Avant d’analyser les résultats proprement ditspilvient de tester s'il existe des corrélations
entre les variables strictement quantitatives desumes en vif, ce qui est présenté dans le
tableau 6.

Il en ressort que le poids a la naissance est |éop@sitivement avec le poids vif final
(p<1%o) et marginalement avec le poids a 140 joprs 0.064). En revanche, le poids a 140

jours est lié surtout au gain moyen quotidien, pwigpoids vif final et inversement a I'age
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Tableau 7 : Effectif des génotypes selon les différents facteurs.

A, Effectif des génotypes selon la lignée F2 ou back-cross. B, Effectif des génotypes selon le pere. C,
Effectif des génotypes selon la date d’abattage.

A. B.

Effectifs G/G |G/T |T/T |Total Effectifs |G/G |G/T |T/T | Total

Lignée CARBC |0 5 8 (13 PereA |4 24 |11 (39

Lignée CARF2 |8 25 |10 |43 PéreB |2 3 2 7

Total 8 30 |18 |56 PereC |2 10
Total 8 30 |18 |56

C.

Effectifs G/G |G/T |T/T |Total

Abattagedu 01/03/11 (2 |12 |4 |18

Abattagedu 08/03/11 |3 10 |4 |17

Abattagedu 12/04/11 |0 0 (4 |4

Abattagedu 17/05/11 |2 5 4 11

Abattagedu 07/06/11 |1 3 2 |6

Total 8 30 |18 |56

Tableau 8. Résultat du GLM pour la variable P_NAIS.

Facteurs DDL F-ratio
C_LIGNEE 1 5.38 *
SEXE 1 18.64 ***
DAT_ABAT 4 4,92 **
N_PERE 2 1.5NS
genotyp 2 6.37 **



d’abattage final (p<0.1%. pour ces trois cas). Efeteflanimal est abattu d’autant plus

précocement que le poids désiré pour la commesatadn est atteint.

De plus, afin déliminer les valeurs extrémes obS8es au sein des cing variables
dépendantes strictement quantitatives pour lesnbBaax (P_Nais (poids a la naissance), p140
(poids vif a 140 jours), gmq (gain moyen quotidign)_fin (dernier poids vif) et age_fin (age de
la derniere pesée a vif), nous avons réalisé ddd &h utilisant seulement les trois variables
explicatives suivantes : les lignées, le sexe ®tdites d’abattage. Pour chacune des variables
explicatives, nous avons calculé les valeurs mogeret leurs dispersions correspondant aux
catégories des facteurs significativement assotegsindividus se démarquant trop des valeurs
prédites pour au moins une catégorie sont consdémeme extrémes. Ainsi, deux animaux
issus de la génération F2 ont été éliminés ded&tae qui porte a 56 I'effectif des animaux
considérés. Les données de génotypage et la vapadhant en compte le pere ont ensuite été

ajoutées a l'analyse.

Afin d’avoir une vue d’ensemble de la représenitdtivle chacun des alléles selon les
facteurs, les effectifs des génotypes ont été tiépselon la lignée, le pere et la date d’abattage

dans le tableau 7.

Il est intéressant de noter les ségrégations @liéd obtenues en génération F2 et back-
cross. En effet, une ségrégation Mendélienne peidgénération F2, ¥ d&/G, Y2 deT/T et Y2
de G/T et en génération Back cross, %2Td€ et 2 deG/T. La répartition allélique en F2 avec Y4
de G/G (8 animaux), ¥a d&/T (10 animaux) et ¥2 d&/T (25 animaux) et la répartition allélique
en back-cross avec % déT (8 animaux) et %2 d&/T (5 animaux), nous montre bien que cet

allele ségrége de maniére Mendélienne (Tableau 7A).

Compte tenu des éléments précédents, les étudesodiation ont porté sur 56 animaux.
Parmi les cing facteurs considérés, la part dwetaajénotype dans la variation de chacune des
25 variables peut étre déduite du modéle GLM. Aeti’exemple, la variable « Poids & la
naissance (P_NAIS) » est influencée surtout paselee a I'avantage du male, par la date
d’abattage (les plus gros seront abattus plusl&ggnotype (voir analyse détaillée ci-dessous)

et enfin la lignée. Le pére quant a lui n’'intertipas (tableau 8).

De maniére plus générale, les résultats corresptsdaux 24 autres variables sont

consignés dans le tableau 9.
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Tableau 9 : Résultats des GLM sur 24 variables quantitatives

F : F-ratio entre les variances inter et intra-variable.

Facteurs DDL F(Coul_C) F (gmq) F (p140) F(age_fin) F (pv-fin) F(arri_v) F(dess_v) F(epau_v)
Lignée 1 0.50 NS 0.07 NS 2.45NS 0.20 NS 0.55NS 7.45 ** 11.98 ** 8.68 **
Sexe 1 0.00 NS 2.44 NS 7.70 ** 5.66 * 2.64 NS 0.80 NS 6.01 * 0.23 NS
Date Abat. 4 0.31NS 7.74 **¥* 10.40 *** 17.35 *** 7 64 *¥** 3.34* 5.69 *** 2.30 NS
Pere 2 0.03NS 0.88 NS 0.90 NS 3.46 * 1.14 NS 1.12 NS 0.16 NS 0.91 NS
Génotype 2 7.16 ** 1.33NS 1.83 NS 2.45NS 0.37NS 27.66 *¥** 3517 *¥** 24 74 ***

Facteurs DDL F(synt_v) F(etat_v) F(cuir_v) F(vent_v) F (os_v) F (rdt_c) F(p_carc) F(LTDG)
Lignée 1 13.59 *** 8.74 ** 0.03 NS 0.83 NS 0.26 NS 2.52 NS 0.06 NS 1.62 NS
Sexe 1 0.00 NS 15.42 *** 1557 **x* 0.34 NS 6.36 * 7.20 * 5.11*% 0.84 NS
Date Abat. 4 4.57** 1.06 NS 1.64 NS 1.14 NS 3.30* 20.86 *** 4.53 ** 6.41 ***
Pére 2 0.25NS 0.67 NS 0.93 NS 1.15NS 0.87 NS 0.41 NS 1.31NS 0.65 NS
Génotype 2 34.83%** 8.74 ***  11.24 *** 3.93 * 6.98 ** 62.03 *** 447 * 3.93*

F

Facteurs DDL F (JSDG) F(CUDG) F(arri_c) F(dess_c) F(epau_c) F(synt_c) (n_couv)  F(n_intr)
Lignée 1 0.75NS 0.05NS 5.55 * 6.23 * 12.87 *** 10.20 ** 0.29 NS 0.15NS
Sexe 1 7.95 ** 0.01 NS 0.18 NS 0.39NS 0.10 NS 0.03 NS 13.54 *** 7.03 *
Date Abat. 4 4.76 ** 3.13 * 2.65* 3.67*% 1.68 NS 2.95* 1.66 NS 2.69 *
Pére 2 1.06 NS 1.82 NS 0.08 NS 0.02 NS 0.56 NS 0.15NS 2.82 NS 1.65NS
Génotype 2 0.99 NS 23.88 ¥** 43,76 *¥** 27,79 *** 18,73 *** 31,08 *** 6.13 ** 3.03 *



L’effet lignée se manifeste pour plusieurs paraggtmais surtout sur les notes de pointage
« synthétique muscularité a vif » et « épaule sucasse », et dans une moindre mesure sur les
notes de pointage « dessus a vif » et « synthétiqugeularité sur carcasse » (Tableau 9). L'effet
du sexe s’exprime principalement sur le poids adissance, la note d’état a vif, la finesse du
cuir a vif et la note de pointage du gras de cduversur carcasse. La date d’abattage se traduit
surtout sur le rendement en carcasse, I'age deederpesée a vif, et le poids a 140 jours. Le
pére a une influence significative mais de mangae prononcée sur 'age de derniére pesée a
vif (Tableau 9).

Le génotype a un impact significatif (p<5%) surdmpart des variables dépendantes
étudiées sauf sur le gain moyen quotidien, le paiidd 140 jours, I'age de derniére pesée en vif,
le dernier poids vif et la longueur de cuisse (€ahl10). Pour les vingt variables influencées par
le génotype, il convient de préciser les valeuryenoes associées a chacun des trois génotypes.
Dans tous les cas sauf pour la variable mesurarfinksse des os canons, les individus

hétérozygotes montrent une mesure intermédiaire estles des deux homozygotes.

En résumé, trois variables liées a la quantitérde (gtat_v : note d’état, n_couv : pointage
gras couverture et n_intr: pointage gras intero) leurs valeurs les plus fortes chez les
animaux de génotypE/T (Tableau 10). Ces résultats sont en accord agetolenées de gras des
animaux hypermusclés. En effet, ces animaux hypseclés présentent une diminution de leur
masse grasse et du dép6t de gras sous-cutanéey(Baihl., 1982). Il n'est donc pas étonnant
d’obtenir des mesures plus fortes chez des anirdawgénotypd /T par rapport aux animaux de
génotypeG/G concernant la quantité de gras. De plus, la vigriabncernant la couleur de la
viande est également influencée par le génotyps amesure ou la viande la plus foncée se
trouve chez les individu§/T. Ces résultats sont en accords avec les obsarsdtdes dans les
années 80 par Ménissier qui indiquait une viandes pbale produite par les animaux
hypermusclés (Ménissier, 1982a). Enfin, on obsésevaleurs les plus fortes pour la variable

LTDG (longueur de carcasse) chez les indivi@i(is(Tableau 10).

Pour le reste des variables significativement grltées par le génotype, ce sont les
individus G/G qui ont les valeurs supérieures. A titre d’exemfas variables correspondant a la
finesse du cuir, a la finesse de I'os canon et @tiactation du ventre sont significativement
affectés par la mutatioB3811 On note que les anima@/G posseédent un cuir plus fin, un os

canon également plus fin ainsi qu’un ventre pliisaoéé. La finesse du cuir supérieure chez les
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Tableau 10. Valeurs moyennes des variables pour chacun des génotypes.

Variable Moyenne G/G Moyenne Moyenne P-value Effets P-value | Dominance | P-
dépendante G/T T/T additifs value
couL_c 2,54+ 0,30 2,92+0,19 3,71+0,19 0,0020 -0,78 0,0015 -0,27 0,36
CUDG 224,56%3,27 206,66%2,14 198,27+2,04 | <0,0001 1,20 | <0,0001 -0,44 0,05
LTDG 1006,38+11,75 | 1038,34+7,70 | 1041,29+7,35 0,0267 -0,62 0,01 0,52 0,10
P_NAIS 48,93+1,44 46,33+0,94 43,18+0,90 0,0037 0,77 0,0013 0,07 0,80
arri_c 10,85+0,47 7,2510,31 5,77+0,29 | <0,0001 1,41 | <0,0001 -0,59 | 0,0033
arri_v 9,96+0,42 7,49+0,28 6,29+0,27 | <0,0001 1,27 | <0,0001 -0,44 0,05
cuir_v 12,36+0,78 9,03+0,51 8,24+0,49 0,0001 0,95 | <0,0001 -0,59 0,03
dess_c 9,79+0,50 6,6010,33 5,51+0,31 | <0,0001 1,29 | <0,0001 -0,63 | 0,0063
dess_v 9,34+0,37 6,99+0,24 5,67+0,23 | <0,0001 1,37 | <0,0001 -0,40 0,06
epau_c 9,46+0,49 6,9610,32 5,98+0,31 | <0,0001 1,17 | <0,0001 -0,51 0,039
epau_v 9,10+0,41 6,78+0,27 5,77+0,26 | <0,0001 1,26 | <0,0001 -0,50 | 0,0328
etat_v 5,10+0,64 6,32+0,42 8,05+0,40 0,0006 -0,88 0,0003 -0,15 0,59
n_couv 5,59+0,65 7,4510,43 8,23+0,41 0,0044 -0,79 0,0011 0,32 0,27
n_intr 6,21+0,69 7,70%0,45 8,13+0,43 0,0580 -0,58 0,02 0,32 0,29
os_vV 8,8310,43 7,23+0,28 7,26%0,27 0,0023 0,73 0,0028 -0,75 0,01
p_carc 141,28+4,27 132,74+2,80 126,43+2,67 0,0169 0,69 0,0047 -0,10 0,72
rdt_c 67,64+0,60 62,02+0,40 59,88+0,38 | <0,0001 1,46 | <0,0001 -0,66 | 0,0003
synt_c 9,95+0,46 6,99+0,30 5,7810,28 | <0,0001 1,32 | <0,0001 -0,55 0,012
synt_v 9,52+0,37 7,07+0,24 5,94+0,23 | <0,0001 1,36 | <0,0001 -0,51 0,02
vent_v 7,03+0,50 5,69+0,33 5,48+0,32 0,03 0,62 0,01 -0,45 0,13




animauxG/G pourrait étre expliquée par une teneur inférieemecollagene chez les animaux
hypermusclés (Bailey et al., 1982). La finesse’ae ¢anon chez les anima®(G pourrait étre
expliquée par le gradient inversement proportidengbservé chez les animaux hypermusculés
entre la proportion de muscle et la finesse dulstfee(Ménissier, 1982a). Enfin, la rétractation
du ventre, supérieure chez les anim&#G, pourrait étre expliquée par une proportion de
muscle plus importante.

Ces analyses confirment donc une association Enppggsence de la mutati@@B811de la
race Blonde d’Aquitaine avec le phénotype d’hymgiie musculaire et les caractéristiques qui
lui sont habituellement associés.

4. Conclusion

Nous avons entrepris une analyse fine de la steicpuimaire de '’ARNm du gene
myostatinechez la race Blonde d’Aquitaine. Ce travail noosduit in fine a l'identification
d'un allele atypique du locusnh (muscle hypertrophyen Il'occurrence une substitution
T38112>G3811 au niveau de lintron 2. La substitution engendre nouveau site donneur
d’épissage qui «impose » au spliceosome linclugiun exon supplémentaire de 41-pb. Cet
exon supplémentaire entre I'exon 2 et I'exon 3 adge deux codons STOP prématurés. La
traduction d’'un tel transcrit prédit la productidiune myostatine tronquée de la totalité de sa
partie bioactive codé par I'exon 3. Elle serait down fonctionnelle. Par ailleurs, ce transcrit
aberrant est bien représenté et semble relativestaloie. En plus, il est & noter que la mutation
est diteleaky : les animaux homozygotes3811/G3811,produisent également le transcrit
sauvage, certes a un niveau résiduel par rapportraascrit aberrant. Ainsi, nous avons
découvert l'allelemh a I'origine, non seulement de la conformation nuleice chez la race

Blonde d’Aquitaine actuelle, mais probablement adeda tendreté de sa viande.

La tendreté et le « persillage » (flaveur et prégis organoleptiques) de la viande bovine
représentent une préoccupation majeure des filvemes. Ces deux qualités sensorielles de la
viande ont, de tout temps, joué un réle fondamedéals la satisfaction du consommateur.
Aujourd’hui, il est bien établi que les bovins adla (présentant une hypertrophie musculaire) se
caractéerisent par un fort développement muscuéssecié a une meilleure tendreté de la viande.

Néanmoins, cette premiére qualité, certes éconamaut rentable, est défavorable
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pour la flaveur de la viande. En effet, le caract@ulard se développe au détriment des dépots
adipeux intramusculaires et donc de la flaveur alevibnde. Par ailleurs, ces deux qualités
recherchées par la filiere bovine et le consommate@sentent une forte variabilité non

maitrisée inter- et surtout intra-races. C’estde notamment de la race Blonde d’Aquitaine.

II. Variabilité phénotypique du développement musculaire

chez la race Blonde d’Aquitaine

Le constat relaté ci-dessus suggere qu’en plua deitation découverte, des alleles d’autres
géenes modificateurs seraient impliqués dans lanitiéfn de la variabilité quantitative et

qualitative du développement musculaire chez la Blonde d’Aquitaine actuelle.

Récemment, une démarche raisonnée a été entrppriféquipe de Michel Georges (Druet
et al., 2014) pour comprendre I'évolution du dépplement musculaire extréme qui caractérise
la race Blanc Bleu Belge actuelle. Ces travaux &teggg que la masse musculaire chez les
bovins de boucherie (comme d'autres caracteresadiigtion dans la sélection directionnelle),
semble étre contrélée par (i) un ensemble d’'all&tesnts avec un effet majeur qui se propage
rapidement a travers la population, et (i) un graombre de variants sans doute plus anciens
avec des effets mineurs qui s’installent lentenaants la population (adaptation polygénique).
Nous pensons que ces combinaisons alleliques doieamposer » avec les caractéristiques
intrinséques des allelesnh découverts pour définir le développement muscellaies races

bovines.

D’autres travaux relatifs au déterminisme génétiguetaux de lipides intramusculaires
(persillage) ont été entrepris a la demande dedgegsion. En effet, la valeur économique des
carcasses bovines dépend notamment de la mastissdssmusculaires relativement a la masse
des tissus adipeux. En particulier, les tissusedignter- et intra-musculaires participent, avec
les myofibres, le tissu conjonctif et plus largetdém matrice extracellulaire, a la qualité
sensorielle et nutritionnelle de la viande. Padeaik, il est bien établi que les développements
musculaires et adipeux sont étroitement liés : pényrophie musculaire se développe au
détriment du tissu adipeux.
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Chez le bovin, il existe une trés grande variabiie la teneur en lipides intramusculaires et
la préoccupation majeur de la profession est deisasmment augmenter a défaut de maitriser
les teneurs en lipides intramusculaires chez lesaux des races allaitantes plutdét maigres
comme la Blonde d’Aquitaine, la Limousine et suttt@uBlanc Bleu Belge, dont la viande n’a

pas assez de golt pour satisfaire les consommateurs

A ce stade de l'avancement de nos travaux, maisi ales données bibliographiques
actuelles, il serait hasardeux de cibler un ouiplus génes candidats afin d’identifier une
combinaison allélique pour expliquer la variabilgiénotypique du développement musculaire

chez le bovin et la Blonde d’Aquitaine en partieuli

Le génemyostatineest sujet a une régulation fine qui contréle ldggenance de son ARNm
et donc la quantité de myostatine active prodditest régulé au niveau transcriptionnel par
plusieurs éléments asis au niveau de son promoteur, est la cible de difetgeurs agissant en
trans comme les protéines des familles FoxO, SMAD et M&Fplus d'étre la cible d'une
rétroinhibition par la myostatine elle-mémwia SMAD7. Au niveau post-transcriptionnelle, il est
assez bien établi que les transanitgostatinesont contrélés par des miRNA musculaires. Enfin,
au niveau post-traductionnelle, la myostatine sub& maturation assez élaborée pour produire
une partie mature bioactive et un propeptide quitréte lactivité physiologique de la
myostatine (cf. Introduction Bibliographique. Il. B) et c)). Par ailleurs, plusieurs épissages
alternatifs ont été décrits chez différentes espdceomprisBos taurus(cf. 1l. 2. b). Certains
d’entres eux, qui engendrent une protéine trongieésa partie bioactive, semblent avoir un réle

physiologique puisqu’ils permettraient une régalatnégative de la myostatine.

Par ailleurs, il est bien établi que les mutatidnggénemyostating qui engendrent sa sous-
expression, ou celles qui altérent la fonction da produit, conduisent a une hypertrophie
musculaire et une réduction du tissu adipeux imusculaire. A l'inverse, une surproduction de
la myostatine conduit a une atrophie musculairareenrichissement en tissu adipeux. Enfin,

I'action de la myostatine sur le développement nlage est dose-dépendante.

La suite de nos travaux a consisté en I'étude due g@yostatineavec une attention
particuliere portée sur l'allele que nous avonsodegert. En effet, nous pensons que
I'approfondissement de I'étude de cet allele paumaus amener a des cibles potentielles qui
expliqueraient la variabilité phénotypique du dépplement et de la qualité du muscle chez la

race bovine Blonde d’Aquitaine en particulier.
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=l
Transcrit de référence ACAGTAAAAGATTCACI‘GGTGTGGCAAG'ITG]TCTCTCAGACTGGGC)}//I‘TTTAAAAC

+1
Transcrit 1 -——— QAAGATTCACTGGTGTGGCAAG'I‘I‘GTCTCTCAGACTGGGCP//I‘T'I‘I‘AAAAC
. I% +1
Transerit2 GCTCTCAGACTGGGCA//I‘T'ITAAAAC

Figure 33 : Des régions 5’UTR de tailles variables.

Le codon d’initiation de la traduction est encadré en rouge. La guanine correspondant a la coiffe est
soulignée en rouge. Le site +1 d’initiation de la transcription est indiqué par une fleche.



1. Analyse des séquences 5 et 3’ non codantes du transcrit du gene
myostatine

Les analyses relatives a I'expression de I'allélggdnemyostatinegue nous avons effectuées
(Bouyer et al 2014) chez la race Blonde d’Aquitai@eelent une expression variable entre les
animaux. Cette variabilité serait inhérente a uctévideé promotrice propre a l'individwia des
variants agissants etis et/ou entrans Dans une premiére approche, nous avons entrepris
I'étude des régions non traduites des transcritg@hemyostatine Un fonctionnement, méme
subtil du promoteur, pourrait se traduire par des gifférents de I'initiation de la transcription
Par ailleurs, et bien que les régions 5 et 3' UlUtranslated regiop du transcrit du gene
myostatinechez le bovin ont été analysées et publiees (Jmagpet al., 2001), nous avons
néanmoins décidé de réaliser le méme travail. B, efe part 'importance de ces régions dans
la traduction des ARNm, et donc dans la quantiténgestatine produite dans notre cas, il nous a
semblé judicieux de confirmer les données sinonatgsaliser dans le cas de la race Blonde
d’Aquitaine.

a) Analyse de larégion 5’UTR

A partir des échantillons de musclésngissimus dorjide deux animaux de race Blonde
d’Aquitaine de génotyp&3811/G381let un animal croisé Blonde d’Aquitaine x Holsteie
génotype T3811/T3811 de génération backcross, nous avons réalisé UNEER(Rapid
Amplification of cDNA endafin d’obtenir la structure primaire de la réegBTR.

La figure 33 récapitule les données obtenues. Nwoss mis en évidence deux nouveaux
sites potentiels d'initiation de la transcriptidra présence d’'une guanine a I'extrémité 5’ de
chacun de ces transcrits qui est en temps norréaépte pour constituer la coiffe du transcrit et
qui n'est pas présente dans la séquence d’ADN féeeréce nous conforte dans l'idée que ces

transcrits existent et qu’il ne s’agit pas d’ersede manipulation.

L’animal croisé présente les transcrits 1 et 2.d€mier est également présent chez un des
deux animaux de race Blonde d’Aquitaine alors daetile animal de race Blonde d’Aquitaine

exprime le transcrit de référence.

Ainsi, nous avons identifié deux autres sites tation de la transcription pour le géne

myostatinechez le bovin. La représentativité de ces isofgratdeur impact éventuel sur la
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Figure 34 : Des régions 3’UTR de tailles variables.

Tableau 11 : Présence ou absence des transcrits avec des 3’UTR de tailles variables chez les
animaux étudiés.

Nom du Lcl)ngueur Echantillons de race | Echantillons de Ec‘hantillons d"animaux Référence
transcrit sequence Blonde d’Aquitaine | race Limousine issus du cr:msement_ {leanplong et
3’UTR (pb) Blonde x Prim’Holstein al., 2001)
1 1497 présent présent - présent
2 1424 - présent présent
3 1314 présent présent - présent
4 933 présent - - -
5 365 présent présent - -
6 335 présent présent présent -
7 180 présent présent - -
8 140 présent présent - -
X 250 - - présent -




traduction reste a analyser. Par ailleurs, ces émspréliminaires dénotent une certaine

variabilit¢ de lactivité du promoteur qui pourragontribuer a la variabilité d’expression

observée entre les animaux de race Blonde d’Aaq@téBouyer et al., 2014).

b) Analyse de larégion 3’'UTR

A partir d’échantillons du méme muscler(gissimus dori provenant des deux mémes
animaux de races Blonde d’Aquitaine, du méme anigcnaiké et en plus d’'un animal de race
Limousine, nous avons réalisé une RACE afin d'idiemtla structure primaire de la région
3'UTR.

La figure 34 illustrent les difféerents 3'UTR obtenet leur présence ou absence selon
I'animal est présentée tableau 11.

Le transcrit 1 et le transcrit 3 sont retrouvészdes animaux de race Blonde d’Aquitaine et
Limousine et le transcrit 2 chez I'animal croiséesQranscrits ont été précédement décrits par
I'équipe de Jeanplong (Jeanplong et al., 2001).

Le transcrit 4 a été identifié uniguement a paléin’échantillon provenant des deux animaux
de race Blonde d’Aquitaine. Les transcrits 5 & B&é mis en évidence a partir des échantillons

provenant des deux animaux de race Blonde d’Adwgtat de I'animal de race Limousine.
Le transcrit 6 est également retrouvé dans I'éc@mprovenant de I'animal croisé.

L’ensemble de ces transcrits different par la d@¢aitle leur région 3'UTR respective
probablement sans changement du cadre de lectuegton revanche, le transcrit x, observé
chez I'animal croisé, se caractérise par I'absateda fin du dernier exon incluant le codon
STOP légitime et une large partie de la région RUTe transcrit avec un nouveau codon STOP

prédit une protéine avec la région bioactive médifjFig. 34 et 35).

2. Identification de transcrits alternatifs

L’épissage altérnatif des pré-ARNms engendre desstrits differents susceptibles de
produire des protéines de fonction distincte ddecdl produit du gene. Chez le mouton,
Jeanplong et al. ont décrit pour la premiére faistnanscrit altérnatif du pré-ARNm du gene

myostatinells ont également décrit un transcrit similairez le bovin (Jeanplong et al. 2013).
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[ .| CAAAAGTATCCTCATACCCATCTTGTGCACCAAGCAAACCCCAGAGGTTCAGCCGGCCCCTOCTGTA i o
CTCCTACARAGATGTCTCCAATTAATATGCTATATTT TAA TG GCGAAGGACAAA TAATATACGGGAAGAr  AIATGCTA : Séquence dupliquée,
TCCAGCCATGGTAGTAGATCGCTGTGEGTGITCARGAGGTCT (... ] CTCCATATGCTAATOGTTAGATGGT  [[BA : TGA initial.
TATATTACAATCATTTTATATTTTTTTACATTAT TAGCATTCACT TATGGATTCATGATOGCTGTATAAT -: TGA du nouveau cadre de lecture.
!&mmmm&crmmummmmmnAﬂﬂmmcrﬂ AATAAR — A Sitesconsensus dE pclyAdénvlatlon
TAAATATTAAGCATACCAAAATGATTTAACTCTATTATCTGAAATCAGAATAATAAACTGATGATATCTT
ACAAATTGT TAATTT TATTTTATAATT TGATAATGAATATAT TTCTGCATATATTTACTACTATTTTGTA

AATCAGGATTTTGTTAATCAAATAAATTGAACTTATGATTAA -polyA

ATTGTTA: Séquence dutranscrtx.

Figure 35 : Séquence du transcrit x a partir de la fin de I’exon 3 jusqu’a sa queue poly(A).

La délétion présente dans le transcrit x débute a la fin de la premiére séquence duppliquée. Elle englobe
la fin de I'exon 3 et une grande partie de la séquence 3'UTR de référence. Le TGA initial n’est plus
présent, un nouveau TGA suit dans le cadre de lecture.

A. pb B
g IATG Exonl Exon2 Exon3 154 Exonl GT AG Exon2GT AG Exon3
Référence T | ] — =
-
2000- () Transcritl ALG Ta4 T A T A
1650 - [l I = =
1000 - g& ‘ |
Transcrit2 IATG, - L Exonl GT 4G Exon2 GT AGGT  AG
IATG Exonl Exon2 4lpb  Exon3 taal Exonl Exon2 4lpb
BAB | T I | | — e ,_‘\A/ haend
GINAG GT VAGG AG
C Transcrit 1 MOFLOI SVITY LEMLIVAGEVILNEN SEQKE NVEFEGLCHACLWRENT TSSELELIEIQL €0
Transcrit 2 MOFLOI SWYTY LEMLIVREGEVOLNEN SEQFKE NVEFE GLCHACLWRENT TSSELEATETI QT €0
Référence MOFLQI SWYTY LEMLIVEGEVOLNEN SEQKE NVEFEGLCHACLWEENT TSSELERTET QT &0
e et e el e s o e o e e e e o e ko e e e s e o ok o el o e o o
Transerit 1 LSKLRLETAPNISKDA IRQLL PKAPPLLELI DQFDVQRDAS SDGSLEDDDYHARTETVIT 120
Transcrit 2 LSKLELETAPNISKDATROLL PKAPPLLELTI D] FOVOROAS SDGSLEDDDYHRARTETVIT 120
Référence LEFLELETAPNISEDATROLL PFEAPPLLELI DO FOVORDOAS SDGELEDDDYERRTETVIT 120
e et e el e s o e o e e e e o e ko e e e s e o ok o el o e o o
Transcrit 1 METE SDLLTQVEGKPKCCFFE FS SEI QY NELVE RJLWIYLR EVETPATVEVQILRLIEKE 180
Transcrit 2 METE SDLL TOVEGKPK CCFEFE FS SET QY NFL VE RJLWI YLR EVETPATVEVQILRLIEEM 180
Référence METE SDLL TOVEGKPECCFFE FS SET OY NELVERJLWI YLR PBVETPATVEVOILRLIEPM 180
e e e e b e e S ke o e e e e e e
Transcrit 1 EDGIRY TG IRS LKLIMND GTE IWQS IDVEIVLONWLED PESNLGIE IKALDENGHDLAVI 240
Transcrit 2 EDGTRY TG IRS LK LIMNE GTG TWQS IDVETVLONWLED PESNLGTE TKALDENGHDIAVT 240
Référence EDGTRY TG IRS LK LIMNE GTG WS IDVETV LONWLED PESNLGIE IKALDENGHDLAVT 240
e et e el e s o e o e e e e o e ko e e e s e o ok o el o e o o
Transerit 1 FPERGEDGL-- - —--VHEHT PRYGOWMEYRERKLI LLEVY IQFCS ILGERALKRQSKST 233
Transcrit 2 FPEPGEDGLTEFLEVEVHFHT PEYGOWM FYRERELI LLEVY IQFCS TLGER RT.ERQSKST 300
Référence FPEPGEDGLTEFLEVEVT DTPER SERDFGLOCDERSTE SRCCRYPLTVOFERFGWIWI TR 300
[
Transcrit 1 HFGONFFI IRCICNTAAFEME 314
Transcrit 2 HFGONFETI TRACT.CNTAAFEME 321
Référence PERYFRNY CSGECEFVFLOKY PHTHLVHOAN PRGSAGPCCT PTEMS PTIMLYFNGEGOII 3€0
Référence YEKIPAMYWVDROGCS 375

Figure 36 : Isoformes de la myostatine.

A, Amplification PCR (encadré violet) de la séquence codante dans sa totalité (amorces : fleches rouge).
B, Transcrit sauvage, transcrits alternatifs et transcrit BAB. C, Séquence peptidique prédites a partir de
ces transcrits alternatifs. Les transcrits 1 et 2 ont une partie exonique commune qui prédit une la méme
séquence peptidique (surligné en rouge), sauf au niveau de la séquence correpondant a une partie de
I’exon 3 du transcrit 2 (surligné en bleu). BAB : Blonde d’Aquitaine Breed.



Nous n’avons pas détecté ce transcrit chez la Blaidquitaine. Une des explications
plausibles serait que la forte représentativitdrdnscrit aberrant de l'allele du gemgostatine
en race Blonde d’Aquitaine (Bouyer et al., 2014)péche I'amplification PCR du transcrit
alternatif décrit par Jeanplong et al. Aussi, n@wons utilisé un échantillon musculaire
(longissimus dor3id’'un animal issu du croisement Blonde d’AquitaxePrim’Holstein, de
génotype sauvag€3811>T3811 Aprés avoir rétrotranscrit les ARN en ADNc, ncasons
amplifié la séquence codante de la myostatine @R Rvec les mémes amorces (Fig. 36)
précédemment utilisées pour amplifier le cadreedute ouvert de la myostatine chez la Blonde
d’Aquitaine (Bouyer et al. 2014). Les produits didification PCR (Fig. 36A) ont été clonés et
plusieurs clones recombinants ont été séquencéarn(néxe 2). L'analyse des séquences révele
deux isoformes du transcrit du gemgostatineen plus du transcrit canonique (Fig. 36B). La
figure 36 présente également le transcrit abergamet nous avons identifié chez la Blonde
d’Aquitaine. Il est a noter que les transcrits 2 giossedent les sites d’épissage |Iégitimes pour
produire le transcrit canoniqgue. Néanmoins, lesttah 1 résulte de l'usage d’un site accepteur
de I'épissage situé dans la région 3'UTR. Le trah&;le méme que celui décrit par I'équipe de
Jeanplong (Jeanplong et al., 2013), résulte deadeisde sites accepteurs et donneurs de
I'épissage situés au début de I'exon 3 et le métreascepteur utilisé pour le transcrit 1 et qui
est situé dans la région 3'UTR. Les trois transgdrtagent les mémes exons 1 et 2. La protéine
prédite par le transcrit 2 joue un rble dans laulegn de l'activité physiologique de la
myostatine (Jeanplong et al., 2013).

L’ensemble de ces données, qui restent néanmo@ésnpraires, nous suggérent que les
différents isoformes d’ARNm du géneayostatinepourraient jouer un réle dans lactivité
effective de la myostatine qui, a son tour, conetait a la variabilité phénotypique observée
chez le bovin et notamment en race Blonde d’Agué#aNous sommes conscients que seule une
analyse fonctionnelle de ces différents isoform@R8im pourrait apporter des éléments de
réponses relatives a leurs rbles physiologiquesssiAunous avons entrepris une analyse

fonctionnelle des différentes régions 3'UTR idaggt.
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TG/AGGTCTATATTTGGTTCATAGCTTCCTCAAACATGGAAGGTCTTCCCAATEA GAAACTGTGAA
ATTATETACCACAGGCTATAAGCCTAGAGTATG CTACAGTCACTTAAGCN&CAGTATAT‘C;G%T
AAAAAGAGAGAATATATGCAATGGTTGG CATTT:AE é?AACQAATC GTATAATAAAAAGTTTTATG
ATTTCCAGAGTTTTTGAACTAGGAGATCAAATTCCATTTATGTTGANATHMOAACACATGCAGGTG
AATGAAAGCAATTCTC CTTGTCT'I’C?G% TGAATTAAAGGAGTATGEBATTAM TTCTCTACAGTT
TCACTTAATAT"I?AQBAAAAATCTATATGTAG TATTGGTAAAATGCAGTATTGTTATATACCATTA
GAAACATCCTTAAACACTTGAATTTATATTGTATGATAGCATACTTGSTBAGATTCCACAAAGTA
GGGATGGCACACCATACGCAGGTTACCATTCCTATACTGATTGATXIABARAGTTTTTGCCAA
TGGTGCTAATACAATAGGCTGAATGGCTGATGTTATCAGGTTTATRANGIAMTTCAGGAAAGTA
ATAAGTTTCTCCTTTCTTCAGGTGCATTTTCACACTCCTCCCTATABEPASTTCTATAGAGAAA
GAAAACTCATTTTCCTAGAGGTCTACATTCAATTCTGTAGCATACPREEAGCATTGAAAAGGCA
GTCAAAAAGTATTCATTTTGGTCAAAATTTCAAAATTATAGCCTGCCAATACTGCAGCTTTTAGG
ATGAAATAATGGAAATGACTGATTCTATCAATATTGTATAAAAAGAAAATSGTTGCATTTATATA
ATATGTATACAATATTGT#F@EAATAAATGTCTCCTTTTTTATTTACTTGGTATATTTTTACAG TAAG
GACATTTCAAATTAAGTATTAAGGCACAAAGACATGTCATGTAGGARBTAAAAGCTTATATTTT

GGAGCAAATTAGTTGATTAAATAGTGGTCTTAAAACTCCATATGCTAAGBEGGTTATATTACAA

TCATTTTATATTTTTTTACATTATTAGCATTCACTTATGGATTCATGBTGTATAATGTGAATGTGA
AATTTCAATGGTTTACTGTCATTGTATTCAAATCTCAACGTTCCATTAATACTTATAAATATTAA
GCATACCAAAATGATTTAACTCTATTATCTGAAAT%?ATAATAA'PMG«\?C%CAAATTGTT
AATTTTATTTTATAATTTGATAATGAATATATTTCTGCATATATTTACRATCTTGTAAATCAGGATT

D <3
TTGTTAATCAAATAAATTGAACTTATGARGY GAAATTATTTCTTACATCCAATGTGTAGAAACAATT

0 Pl
TAAGTTATATTAAAGTGTTTTCACCTTTTTTGAAAG

Figure 37 : Séquences 3’UTR utilisés pour I’étude fonctionnelle.

11 séquences ont été amplifiées pour insertion dans le plasmide d’intérét. L'amorce sens (fleche)
d’amplification est commune (surlignée en vert) et débute juste a la suite du codon STOP TGA de
référence. Les amorces antisens (fleche) sont surlignées en bleu. Les queues poly(A) des différents
3’UTR identifiés débutent juste apres les nucléotides soulignés.



3. Etude fonctionnelle des différentes régions 3’'UTR

L'impact potentiel des différentes régions 3'UTRr $efficacité de traduction et donc la
guantité de myostatine produite, a été approclaieectement en introduisant les régions 3'UTR
en aval du cadre de lecture ouvert codant la ltasi (Fig. 37). Nous avons testé I'ensemble des
séquences 3'UTR obtenus en plus de trois autrageréqs (Fig. 37). Les différentes séquences

3'UTR étudiées sont répertoriées sur la séquencéfdeence figure 37.

Les régions dintéréts ont été amplifices par PGRuélisant des couples d’amorces
appropriés (Tableau 5) comportant des sites daatimh Sall et Xbal pour une ligature au sein
du vecteurPmiR-glo Dual-Luciferase Target Expression Vedbig. 30). A la suite de ces
différentes constructions, nous avons transfecess agllules myoblastiques de souris (lignée
C2C12). Lefficacité de traduction est évaluée tliadiementvia le dosage de [lactivité
luciféerase. Le plasmide PmiR-glo (Fig. 30) a la tipatarité de contenir deux unités
transcriptionnelles, 'une afin d’exprimer le géfieefly luciferase (luc2) et l'autre permet
d’exprimer le géne de I&Renilla luciférase (hRlug qui servira de contréle interne de

luminescence.

L'impact éventuel des différentes régions 3'UTR Bactivité luciférase a été abordé dans
un premier temps en conservant la séquence dentson de la transcriptiorSY40 late
poly(A) du vecteur. Dans ce premier cas, nous évaludiiomsct des sequenc&UTR/SV40
late poly(A) Dans un deuxiéme temps, nous avons réiteré I'expéei en éliminant la séquence
SV40 late poly(AYlu vecteur, ce qui nous permet d’évaluer 'impaes deules régions 3'UTR
(Fig. 30).

a) Etude de I'activité Luciférase : Impact des 3’'UTR/ SV40 late poly(A)

L’activité de la luciférase est mesurée 48h a leedles transfections des cellules C2C12 par
les 11 plasmides recombinants qui different parélgion 3'UTR (Fig. 38) insérée entre la

séquence codant la luciférase et la séquence porr@éant als5V40 late poly(A)

Au cours de l'analyse de la luminescence, deux meessont effectuées : I'une mesure la
luminescence produite par la Firefly luciféerasel’atitre par la Renilla luciférase. Le taux
d’activité relative de la luciférase est calculé mtranchant les mesures obtenues par les

contréles négatifs et en faisant le ratio des nesskirefly/Renilla.
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% d'activité lucifdrase par rapporlau vecteur natif
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Figure 38 : Impact des séquences 3’UTR/ SV40 poly(A) sur le taux d’activité luciférase.

Taux d’activité luciférase dans les cellules C2C12, mesurée apres transfection des 11 constructions
plasmidiques contenant la séquence signal poly(A) SV40, et rapportée au taux d’activité apres
transfection du vecteur natif.

% d’activité Juciférase par rapport au vecteur natif
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Figure 39 : Impact des séquences 3’UTR seules.

Taux d’activité luciférase de cellules C2C12 mesurée aprés transfection des 11 constructions
plasmidique ne possédant pas la séquence signal poly(A) SV40, et rapportée au taux d’activité aprés
transfection du vecteur natif.



Nous avons réalisé ces mesures en triplicats tgobsi et biologiques. Les résultats
d’activité luciférase selon la construction plasiopet ont été rapportés au pourcentage de

I'activité de la luciférase obtenue avec le vectsatif et sont présentés figure 38.

Sur une base 100 du taux d’expression de la las&a partir du vecteur PmiR-glo natif, on
observe une similarité des résultats entre ledicaiis biologiques. Bien que les™lrésultats
obtenus (bleu) présentent de larges écarts types“ et 3™ résultats obtenus (rouge et vert)
ont des profils équivalents avec de plus faiblemtédypes. On observe ici une diminution de
I'expression de la luciférase inversement proparale a la longueur de la séquence 3'UTR
insérée dans le plasmide.

A la suite de ces résultats, nous avons extraifRN totaux des cellules transfectées avec
ces plasmides contenant des séquences 3'UTR Wi tedlriables. Nous les avons traités pour la
3'RACE et déterminé la structure primaire de chadarces 3'UTR. L'objectif était de savoir si
les différents 3'UTR utilisent leurs propres sigrale terminaison ou la méme séquence de
terminaisonSV40 late poly(Adlu vecteur.

Les résultats obtenus montrent sans ambiguité aueles 3'UTR étudiés se terminent par
les mémes séquences de terminaison, celle de Uarsgg de polyadénylatiddv40 late poly(A)
du vecteur et non pas par leur propre séquencergéngaison identifiée chez le bovin. On assiste
ici a un effet de terminaison « dominant » de lquséiceSV40 late poly(A)Pour palier a cet
effet, nous avons éliminé la séquer®¥40 late poly(Axomme indiqué figure 30tout en

conservant les différentes régions 3'UTR inséréasde vecteur.

b) Impact des 3’'UTR seuls

Nous avons réalisé les transfections avec les &tewes recombinants (chacun avec un type
de 3'UTR) sansSV40 late poly(A)Ces transfections ont été réalisées en plaqupuit8 en
triplicats techniques mais pas en triplicats bi@ogs. Les résultats obtenus sont présentés
figure 39.

A linverse des résultats précédents et malgrélégére augmentation du taux d’expression
relatif de la luciférase de fagon proportionnell@ éongueur de la séquence 3'UTR, nous avons
considéré que le niveau d’activité de la luciférasesimilaire quelque soit la taille de la région
3'UTR.
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A.
Anticorps anti-myostatine dirigé contre la partie bioactive :
Homo Sapiens NMLYFNGKEQIIYGKI
Bos taurus NMLYFNGEGQIIYGKI
B.
Anticorps anti-myostatine dirigé contre le propeptide :
Homo Sapiens RSLKLDMNPGTGIWQ
Bos taurus RSLKLDMNPGTGIWQ
C é‘b@
OQQJ
kDa AR 6\6 (,\6@\6(,\6_?* kDa
= ‘.,i_;?‘.*
S
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Figure 40 : Détection des formes protéiques de la myostatine par Western blot.

A, Le premier anticorps révele la partie bioactive de la myostatine. Le peptide cible humain differe du

peptide cible bovin de deux acides aminés. B, Le second anticorps révele le propeptide. C, Western blot

utilisant I'anticorps ciblant le propeptide a partir des échantillons bovins. Nous n’avons pas pu conclure

quant a la correspondance de ces bandes avec les formes protéiques de la myostatine. D, Western blot

utilisant I'anticorps ciblant la partie bioactive a partir des échantillons bovins. Bien que cet anticorps

nous permette de révéler la partie bioactive de la myostatine, il ne nous permet pas de révéler de

bandes a partir de nos échantillons bovins.



4. Détection des produits de la maturation de la myostatine

a) Analyses par Western blot

Par cette approche nous avons tenté de visuadis@rbduits de maturation de la myostatine
issu de l'expression de lallelenh atypique que nous avons découvert chez la Blonde
d’Aquitaine. Le transcrit aberrant identifié au @&wu musculaire et issu de cet allele chez la
Blonde d’Aquitaine, prédit la production d’'une miate tronquée de sa partie bioactive et
donc seul le propeptide serait produit. Néeanmdanslétection de la partie bioactive n’est pas a
exclure. En effet, elle serait susceptible d’étredpite a partir du transcrit correctement épissé
(transcrit normal) puisqu’on arrive a le détecthez les animaux homozygot€s8811/G3811
Par ailleurs, il n'est pas exclu que I'on découdiautres isoformes protéiques qui résulteraient
d’épissages alternatifs comme le suggere I'anadgseARNmM du genmyostatingcf. Résultats
et Discussion Il. 2.).

Comme nous ne disposons pas d’anticorps spécifiquela myostatine bovine, nous avons
décidé d'utiliser deux anticorps dirigés contre déguences peptidiques humaines. L'un est

dirigé contre le propeptide et I'autre contre Igioé bioactive (Fig. 40A et B).

Bien que les anticorps utilisés réagissent posites@ a I'égard de leur antigene respectif
(Fig. 40A et B), les résultats obtenus pour lesadtet protéiques musculaires d’animaux de race
Blonde d’Aquitaine de différents génotypes ne si@# probants. Aucun signal n’est obtenu dans
le cas de l'anticorps censé détecter la forme hiwaet I'anticorps dirigé contre le propeptide
révéle des protéines de poids moléculaires incdbipat avec les tailles attendues. Pour
I'anticorps dirigé contre un antigene de la paftieactive de la myostatine, on note une
différence d’homologie entre la séquence peptidigopgespondante chez 'homme et chez le
bovin (Fig. 40A). Cette différence de deux acidesngs pourrait expliquer la non détection de

la myostatine a partir de nos échantillons prot&sgoovins.

Nous avons testé d’autres anticorps mais aucurird®rux ne fonctionnent chez le bovin en

western blot.

b) Dosage de la myostatine bioactive dans le sérum

Il est bien établi que la myostatine est présewigs Sorme latente dans le sérum des

mammiféres (Gonzalez-Cadavid et al., 1998). A déawlétecter les produits de maturation de
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Tableau 12: Concentration en myostatine bioactive dans du sérum d’animaux de races
Limousine, Blonde d’Aquitaine et Salers

Animaux Concentration Animaux Concentration Animaux Concentration Animaux Concentration

Limousin (pg/ml) Limousin (pg/ml) Limousin (pg/ml) Limousin (pg/ml)
L1 3490 L11 2420 L21 0 L31 2230
L2 2350 L12 3540 L22 3720 L32 2870
L3 3170 L13 3180 L23 2260 L33 4490
L4 4080 L14 1720 L24 1720 L34 4160
L5 3810 L15 2100 L25 3070 L35 2370
L6 5600 L16 4740 L26 2880 L36 2010
L7 740 L17 2700 L27 2780 L37 3770
L8 1110 L18 2430 L28 2140
L9 3420 L19 2390 L29 2970 Animaux Concentration
BA (pg/ml)
L10 7820 L20 2180 L30 2340 B55 0
B56 0
Animaux Concentration Animaux Concentration Animaux Concentration B57 0
BA (pg/ml) BA (pg/ml) BA (pg/ml)
B21 0 B32 0 B43 0 B58 0
B22 0 B33 0 B46 0 B59 0
B24 0 B34 0 B47 0 B60 0
B25 0 B35 0 B48 0 B61 0
B26 0 B37 0 B49 220 B62 0
B27 0 B38 0 B50 0 B63 0
B28 0 B39 0 B51 0 B64 0
B29 0 B40 0 B52 0 B65 0
B30 0 B41 0 B53 0
B31 0 B42 0 B54 0 Animaux Concentration
Salers (pg/ml)
Animaux Concentration Animaux Concentration Animaux Concentration S47 0
Salers (pg/ml) Salers (pg/ml) Salers (pg/ml)
S2 410 S17 0 S32 0 S48 200
S3 270 S18 0 S33 350 S49 0
S4 0 $19 0 S34 0 S50 0
S5 460 S20 0 S36 660 S51 0
S6 0 S21 0 S37 160 S52 0
S7 n.a $23 0 S38 0 S53 0
S8 190 $25 190 S39 0 S54 0
S9 0 S26 0 S40 0 S55 0
S10 260 S27 360 S41 0 S56 0
S11 0 S27b 0 S42 0 S57 0
S12 0 S28 0 S43 160 S58 220
S13 0 S28b 0 S44 0 S59 0
S14 n.a $29 0 S45 0 S60 270
S15 510 S31 0 S46 510 S61 0




la myostatine (propeptide et partie bioactive)yrae approche Western blot, nous avons tenté de
quantifier la myostatine bioactiwga le test ELISA développé par R&D systems. Pouraie f
nous avons utilisé le sérum provenant d’animauxrate Blonde d’Aquitaine. Nous avons
également associé a cette analyse des échantilbors€rum d’animaux de race Limousine et
Salers. Il est a noter que I'association du var@%L de la myostatine (Grobet et al., 1998) et le
développement musculaire de la race Limousine pastclairement établi. Par ailleurs, la race
Salers ne présente pas de mutation décrite auntkegenanyostatineet ne manifeste pas de
développement musculaire notable. C’est pourquasr@vons choisi comme contréle positif

pour le dosage de la myostatine dans le sérum.

Le tableau 12 récapitule les résultats obtenus.f®m@ttendu, la quasi-totalité des animaux
(41 testés) de la race Blonde d’Aquitaine ne prigspas de myostatine bioactive détectable par
le test ELISA. Seul un animal (B49) s’avere positec une concentration de 220 pg/ml. En
revanche, la majorité des animaux Limousins (3Bnank parmi les 37 testés) présentent une
myostatine bioactive circulante avec une concentratomprise entre 1110 et 7820 pg/ml. A
notre grande surprise, parmi les 57 animaux Saleatysés seuls 15 animaux manifestent une
concentration de myostatine bioactive compriseeeh@0 et 660 pg/ml, une quantité largement

inférieure a celle détectée chez les animaux Linmsus

En conclusion, le test nous a permit de confirmae des animaux de race Blonde
d’Aquitaine ne présentent pas de myostatine biea&h accord avec I'expression majoritaire du
transcrit aberrant qui prédit une protéine dépouteisa partie bioactive. A I'évidence, la faible
quantité de myostatine qui serait produite a paféirla traduction du transcrit correctement
épissé chez les animaux homozygotes pour la mot@3811 /G381I’est pas détectable par le
test ELISA utilisé. La myostatine bioactive détectdhez la Limousine suggere que ce géne ne
serait pas responsable du développement muscutpiiepar ailleurs reste équivalent voir
supérieure a celui de la Blonde d’Aquitaine. Le dada salers est assez surprenant. En effet, on
s’attendait a détecter la myostatine bioactive aniveau au moins équivalent a celui de la
Limousine. Nous n’avons pas d’explications rais@s& ce constat pour I'instant.
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DISCUSSION GENERALE
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Discussion générale

Apres la découverte du geng/ostatineen 1997 (McPherron et al., 1997), et de I'impiimat
de mutations perte de fonction de ce gene danpdidpn de phénotype hypermusclé, plusieurs
alleles ont été rapportés chez 'lhomme (Schuelled. €2004), chez le mouton (Clop et al., 2006;
Takeda et al., 2010) et chez plusieurs races bs\({@eobet et al., 1997, 1998; Kambadur et al.,
1997; McPherron and Lee, 1997). La race bovine @od’ Aquitaine avec un développement
musculaire remarquable est restée jusqu’alors at@éira a une découverte de mutations au
niveau du génenyostatine Cette race bovine francaise, 1d"3race a viande aprés les races
Charolaise et Limousine, présentent une tres boalogisation économique de sa viande qui est

de meilleure qualité.

Au cours des deux premiéres années de ma these, nous sommes donc adonnés a
I'identification de la mutation causale du phénetyphypertrophie musculaire en race Blonde
d’Aquitaine en nous focalisant sur une étude finegdnemyostatine Nous avons identifigia
I'étude de TARNmM une mutation au sein de l'intrdrdu genenyostatingBouyer et al., 2014).
Cette mutation est exclusivement présente en rdoedB d’Aquitaine. Cette caracteéristique
nous a permis de mettre en place un test génétigselection des animaux porteurs ou non de
l'allele muté. Les premiers résultats de ces tgétgetiques montrent que les animaux de race
Blonde d’Aquitaine déja sélectionnés par I'obsepratvisuelle de leur conformation sont
porteurs de l'allele muté au moins a I'état hétggute (association génotype/phénotype).
Toutefois, l'utilisation de ce test génétique paitrrétre utile dans la sélection d’animaux
homozygotes mutants ou sauvages pour I'obtentiomed’génération F1 hétérozygotes et de

phénotype intermédiaire.

Cette mutation entraine « I'exonisation » d’'uneus#ge originellement intronique du gene
myostatine Ce transcrit présentant une séquence exoniquaésaentaire est stable malgré la
présence de deux codons STOP prématurés codésyatriplets de cet exon supplémentaire.
Nous avons donc suggéré que ce transcrit échappaitmécanismes de surveillance NMD
puisqu’il est bien connu que le complexe NMD neorewit les codons STOP prématurés que

s'ils sont localisés a plus de 50-pb de la derrj@metion exon-exon, ce qui n’est pas le cas ici.
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Par ailleurs, nous avons montré que le transcetraht est fortement représenté dans le
muscle. Nous suggérons que cette abondance tpatisenielle résulte d'une part d'une
dérépression de l'activité du promoteur du geény®statineet d’autre part du fait que ce transcrit
aberrant avec un codon STOP prématuré est réfirmaai NMD. De plus, nous avons montré
gu’'une quantité résiduelle de transcrits correctendpissés est produite, ce qui nous a mené a
proposer que la mutation dsiaky vis-a-vis de l'activité du splicéosome. Ensemldes trois
événements (résistance au NMD, dérépression dévitéalu promoteur, production de transcrit
canonique) ceuvrent pour le bien de I'animal etéiét de I'hnomme. En effet, 'apparition de la
mutation et la concomitance des trois événementguds ci-dessus permettent a I'animal
d’échapper a un développement musculaire excegsif.chez le bovin (exemple : Blanc Bleu
Belge) s’accompagne entre autres, d'une rédudmna fertilité, d’'une augmentation de la

mortalité a la naissance et l'usage systématigused’ césarienne a cause d'une large

conformation du veau a la naissance.

Bien que l'association génotyp€&3811/G831)phénotype (masse musculaire) de ce nouvel
allele mh chez la Blonde d’Aquitaine est avére, d'autreelei a effets majeur ou mineur
seraient impliqués. En effet, une certaine varig@guantitative et qualitative de la viande intra-

race est communément constaté et économiquemeniépratique pour la profession.

Sur la base des données acquises lors de cettationndoctorale, mais aussi des données
bibliographiques, nous pensons qu'une expresswit@ble de I'allelemh découvert, pourrait
expliquer une part de cette variabilité phénotypigin effet, nous avons montré que l'alléle
s’exprime de fagcon variable selon les animaux eplaa qu’il produit une certaine quantité de
transcrits canoniques qui, elle aussi est variag®n les animaux (Bouyer et al., 2014).
Malheureusement, pour l'instant, nous n'avons pas dgterminer les rapports transcrits
aberrants/transcrits canoniques et encore moingsswciation avec le phénotype des animaux.
Par ailleurs, la découverte de plusieurs isoforchesanscrit du geneyostatiney compris chez
la Blonde d’Aquitaine (travail présent) et dont te@r possedent un rble physiologique
(Jeanplong et al., 2013) ne simplifie pas les raisments. Par conséquent, les perspectives de

ce travail sont nombreuses aussi bien pour destsspepliqués que fondamentaux.

En dehors, d'une étude fonctionnelle des différesaormes qu'il faudrait réaliser, il est trés
important de disposer d’un moyen pour déterminerdaantités des transcrits canonique et

aberrant chez les animaux de race Blonde d’Aquetdaconformations différentes. Nous
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n'avons pas réussi a quantifier les transcrits o@pu@s par une approche basée sur I'utilisation
de sondes TagMan, alors qu’ils sont détectableGR €lassique (Bouyer et al., 2014). Une autre
alternative serait une approcire vitro via des cellules myoblastique exprimant I'alleten
Blonde d’Aquitaine, ce qui permettrait de travail@ I'échelle cellulaire et de disposer de
matériel biologique a volonté. Hormis un impact qonée certain sur la prolifération
myoblastique, cette approche ne résoudra pas Etignanajeure posée pour la poursuite de ce
travail : la maitrise de la variabilité phénotypégde la production et la qualité de la viande chez
la Blonde d’Aquitaine. Une autre alternative, quius rapprocherait le plus a I'échelle de
I'animal serait de créer une lignée murine expritrdm facon approprié I'allelenh découvert
chez la Blonde d’Aquitaine. Nous disposons de cdemmes dans ce sens au sein de notre
groupe dirigé par le Pr Véronique Blanquet. Lesnd@s, qui seront acquises dans ce cadre
seraient plus pertinentes pour contribuer a éludiee mécanismes moléculaires relatifs a la
variabilité phénotypique du développement muscelaitez la race bovine Blonde d’Aquitaine

en particulier.
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Annexes

Annexe 1: Résultats de génotypage des animaux provenant des croisements Blonde
d’Aquitaine x Prim’Holstein

n° d'échantillon | Génération| RACE | Génotype n° d'échantillon | Génération| RACE | Génotype

A01 FO 79 G/G €09 BC 39 T/T
A02 F1 39 G/T Cc10 BC 39 G/T
A03 F2 39 G/T DO1 F1 39 G/T
A04 F2 39 G/T D02 F1 39 G/T
A05 F2 39 G/T D03 F2 39 T/T
A06 F2 39 G/T D04 F2 39 T/T
A07 F2 39 T/T D05 F2 39 G/T
A08 F2 39 T/T D06 F2 39 G/G
A09 BC 39 T/T D07 F2 39 G/G
Al10 BC 39 G/T D08 F2 39 G/T
BO1 FO 79 G/G D09 BC 39 G/T
B02 F1 39 G/T EO1 F1 39 G/T
BO3 F2 39 G/G E02 F1 39 G/T
B04 F2 39 G/T EO3 F2 39 G/T
BO5 F2 39 G/T E04 F2 39 G/T
B06 F2 39 G/T EO5 F2 39 G/T
BO7 F2 39 G/T E06 F2 39 G/T
B08 F2 39 G/G EO7 F2 39 -

B09 BC 39 T/T E08 F2 39 G/G
B10 BC 39 T/T E09 BC 39 T/T
co1 FO 79 G/G E10 F1 39 G/T
co2 F1 39 G/T FO1 F1 39 -

Co3 F2 39 G/T F02 F1 39 G/T
co4 F2 39 T/T FO3 F2 39 G/G
C05 F2 39 G/T FO4 F2 39 G/T
Cco6 F2 39 T/T FO5 F2 39 G/G
Co7 F2 39 G/T FO6 F2 39 G/T
cos F2 39 G/G FO7 F2 39 G/T
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Annexe 1 (suite et fin) : Résultats de génotypage des animaux provenant des croisements
Blonde d’Aquitaine x Prim’Holstein

d'échanntillon Génération RACE Génotype
FO8 F2 39 G/T
F09 BC 39 T/T
F10 F1 39 G/T
GO01 F1 39 G/T
G02 F2 39 G/T
GO03 F2 39 G/G
G04 F2 39 G/T
GO05 F2 39 T/T
G06 F2 39 G/G
GO07 BC 39 G/T
G038 F2 39 G/G
GO09 BC 39 T/T
G10 - 39 G/T
HO1 F1 39 G/T
HO2 F2 39 T/T
HO3 F2 39 T/T
Ho4 F2 39 G/T
HO5 F2 39 T/T
HO6 F2 39 G/T
HO7 F2 39 G/T
HO8 BC 39 G/T
HO09 BC 39 T/T
H10 - 39 G/T
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Annexe 2 : Séquences codantes des transcrits 1 et 2 (cf. Fig. 36)

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1

ATGCAAAAACTGCAAATCTCTGTTTATATTTACC  TATTTATGCTGATTGTTGCTGGCCCA 60
ATGCAAAAACTGCAAATCTCTGTTTATATTTACC  TATTTATGCTGATTGTTGCTGGCCCA 60
ATGCAAAAACTGCAAATCTCTGTTTATATTTACCT ATTTATGCTGATTGTTGCTGGCCCA 60

GTGGATCTGAATGAGAACAGCGAGCAGAAGGAAA ATGTGGAAAAAGAGGGGCTGTGTAAT 120
GTGGATCTGAATGAGAACAGCGAGCAGAAGGAAA ATGTGGAAAAAGAGGGGCTGTGTAAT 120
GTGGATCTGAATGAGAACAGCGAGCAGAAGGAAAAGTGGAAAAAGAGGGGCTGTGTAAT 120

GCATGTTTGTGGAGGGAAAACACTACATCCTCAA GACTAGAAGCCATAAAAATCCAAATC 180
GCATGTTTGTGGAGGGAAAACACTACATCCTCAA GACTAGAAGCCATAAAAATCCAAATC 180
GCATGTTTGTGGAGGGAAAACACTACATCCTCAACACTAGAAGCCATAAAAATCCAAATC 180

CTCAGTAAACTTCGCCTGGAAACAGCTCCTAACA TCAGCAAAGATGCTATCAGACAACTT 240
CTCAGTAAACTTCGCCTGGAAACAGCTCCTAACA TCAGCAAAGATGCTATCAGACAACTT 240
CTCAGTAAACTTCGCCTGGAAACAGCTCCTAACATCAGCAAAGATGCTATCAGACAACTT 240

TTGCCCAAGGCTCCTCCACTCCTGGAACTGATTG ATCAGTTCGATGTCCAGAGAGATGCC 300
TTGCCCAAGGCTCCTCCACTCCTGGAACTGATTG ATCAGTTCGATGTCCAGAGAGATGCC 300
TTGCCCAAGGCTCCTCCACTCCTGGAACTGATTGATCAGTTCGATGTCCAGAGAGATGCC 300

Kkkkkkkkkkkkkkkkhkk

AGCAGTGACGGCTCCTTGGAAGACGATGACTACC ACGCCAGGACGGAAACGGTCATTACC 360
AGCAGTGACGGCTCCTTGGAAGACGATGACTACC ACGCCAGGACGGAAACGGTCATTACC 360
AGCAGTGACGGCTCCTTGGAAGACGATGACTACCRGCCAGGACGGAAACGGTCATTACC 360

Exon 1 |* | Exon 2

ATGCCCACGGAGTCTGATCTTCTAACGCAAGTGG AAGGAAAACCCAAATGTTGCTTCTTT 420
ATGCCCACGGAGTCTGATCTTCTAACGCAAGTGG AAGGAAAACCCAAATGTTGCTTCTTT 420
ATGCCCACGGAGTCTGATCTTCTAACGCAAGTGGMAGGAAAACCCAAATGTTGTTTCTTT 420

AAATTTAGCTCTAAGATACAATACAATAAACTAG TAAAGGCCCAACTGTGGATATATCTG 480
AAATTTAGCTCTAAGATACAATACAATAAACTAG TAAAGGCCCAACTGTGGATATATCTG 480
AAATTTAGCTCTAAGATACAATACAATAAACTAGT AAAGGCCCAACTGTGGATATATCTG 480

AGGCCTGTCAAGACTCCTGCGACAGTGTTTGTGC AAATCCTGAGACTCATCAAACCCATG 540
AGGCCTGTCAAGACTCCTGCGACAGTGTTTGTGC AAATCCTGAGACTCATCAAACCCATG 540
AGGCCTGTCAAGACTCCTGCGACAGTGTTTGTGCAMATCCTGAGACTCATCAAACCCATG 540

AAAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGATCTC TGAAACTTGACATGAACCCAGGCACT 600
AAAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGATCTC TGAAACTTGACATGAACCCAGGCACT 600
AAAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGATCTCTGAAACTTGACATGAACCCAGGCACT 600

GGTATTTGGCAGAGCATTGATGTGAAGACAGTGT TGCAGAACTGGCTCAAACAACCTGAA 660
GGTATTTGGCAGAGCATTGATGTGAAGACAGTGT TGCAGAACTGGCTCAAACAACCTGAA 660

GGTATTTGGCAGAGCATTGATGTGAAGACAGTGTTGCAGAACTGGCTCAAACAACCTGAA 660

TCCAACTTAGGCATTGAAATCAAAGCTTTAGATG AGAATGGCCATGATCTTGCTGTAACC 720
TCCAACTTAGGCATTGAAATCAAAGCTTTAGATG AGAATGGCCATGATCTTGCTGTAACC 720
TCCAACTTAGGCATTGAAATCAAAGCTTTAGATGA GAATGGCCATGATCTTGCTGTAACC 720

*

Exon 2 | | Exon 3
TTCCCAGAACCAGGAGAAGATGGACTG---|--- 747
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Transcrit2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1

Exon 4 (transcrit 2

)

TTCCCAGAACCAGGAGAAGATGGACTGAiTCCTT TTTTAGAAGTCA/-‘G ------------ 768

TTCCCAGAACCAGGAGAAGATGGACTGACTCCTTTTTTAGAAGTCAAGGTAACAGACACA 780

*k% *k*k *% *kkkkkkk *%

CCAAAAAGATCTAGGAGAGATTTTGGGCTTGATTGTGATGAACACTCCACAGAATCTCGA 840

TGCTGTCGTTACCCTCTAACTGTGGATTTTGAAGCTTTTGGATGGGATTGGATTATTGCA 900

CCTAAAAGATATAAGGCCAATTACTGCTCTGGAGAATGTGAATTTGTATTTTTGCAAAAG 960

TATCCTCATACCCATCTTGTGCACCAAGCAAACCCCAGAGGTTCAGCCGGCCCCTGCTGT 1020

ACTCCTACAAAGATGTCTCCAATTAATATGCTATA TTTTAATGGCGAAGGACAAATAATA 1080

TACGGGAAGATTCCAGCCATGGTAGTAGATCGCTAGGGTGTTCATGAGGTCTATATTTG 1140

GTTCATAGCTTCCTCAAACATGGAAGGTCTTCCCCTCAACAATTTTGAAACTGTGAAATT 1200

ATGTACCACAGGCTATAAGCCTAGAGTATGCTACAGTCACTTAAGCACAAGCTACAGTAT 1260

ATGAGCTAAAAAGAGAGAATATATGCAATGGTTGGCATTTAACCATCCAAACAAATCGTA 1320

TAATAAAAAGTTTTATGATTTCCAGAGTTTTTGAA CTAGGAGATCAAATTCCATTTATGT 1380

TGAAATATATTACAACACATGCAGGTGAATGAAAG CAATTCTCCTTGTCTTCTGGTGAAT 1440

TAAAGGAGTATGCTTTAAAATCTATTTCTCTACAG TTTCACTTAATATTTACAGAAAAAT 1500
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Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence

Transcrit 1

CTATATGTAGTATTGGTAAAATGCAGTATTGTTAT ATACCATTATTTGAAACATCCTTAA 1560

ACACTTGAATTTATATTGTATGATAGCATACTTGGT AAGATGAGATTCCACAAAGTAGGG 1620

ATGGCACACCATACGCAGGTTACCATTCCTATACTGATTGATACAGTACATTAACAGTTT 1680

TTGCCAATGGTGCTAATACAATAGGCTGAATGGCTGATGTTATCAGGTTTATCAAGCAAA 1740

----GTGCATTTTCACACTCCTCCCT 769
----GTGCATTTTCACACTCCTCCCT 790
AAACATTCAGGAAAGTAATAAGTTTCTCCTTTCTT CAGGTGCATTTTCACACTCCTCCCT 1800

ATGGGCAATGGATGTTCTATAGAGAAAGAAAACT CATTCTCCTAGAGGTCTACATTCAAT 829
ATGGGCAATGGATGTTCTATAGAGAAAGAAAACT CATTCTCCTAGAGGTCTACATTCAAT 850
ATGGGCAATGGATGTTCTATAGAGAAAGAAAACTCATTTTCCTAGAGGTCTACATTCAAT 1860

Kkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

TCTGTAGCATACTTGGAGAAGCTGCATTGAAAAG GCAGTCAAAAAGTATTCATTTTGGTC 889
TCTGTAGCATACTTGGAGAAGCTGCATTGAAAAG GCAGTCAAAAAGTATTCATTTTGGTC 910
TCTGTAGCATACTTGGAGAAGCTGCATTGAAAAGGCAGTCAAAAAGTATTCATTTTGGTC 1920

AAAATTTCAAAATTATAGCCTGCCTTTGCAATAC TGCAGCTTTTAGGATGAAATAATGGA 949
AAAATTTCAAAATTATAGCCTGCCTTTGCAATAC TGCAGCTTTTAGGATGAAATAATGGA 970
AAAATTTCAAAATTATAGCCTGCCTTTGCAATACT GCAGCTTTTAGGATGAAATAATGGA 1980

AATGACTGATTCTATCAATATTGTATAAAAAGAT  TTTGAAATAGTTGCATTTATATAATA 1009
AATGACTGATTCTATCAATATTGTATAAAAAGAT  TTTGAAATAGTTGCATTTATATAATA 1030
AATGACTGATTCTATCAATATTGTATAAAAAGATT TTGAAATAGTTGCATTTATATAATA 2040

TGTATACAATATTGTTTTGTAAATAAATGTCTCC  TTTTTTATTTACTTTGGTATATTTTT 1069
TGTATACAATATTGTTTTGTAAATAAATGTCTCC  TTTTTTATTTACTTTGGTATATTTTA 1090
TGTATACAATATTGTTTTGTAAATAAATGTCTCCT TTTTTATTTACTT-GGTATATTTTT 2099

ACAGTAAGGACATTTCAAATTAAGTATTAAGGCA CAAAGACATGTCATGTAGGACATAAA 1129
ACAGTAAGGACATTTCAAATTAAGTATTAAGGCA CAAAGACATGTCATGTAGGACATAAA 1150
ACAGTAAGGACATTTCAAATTAAGTATTAAGGCAC AAAGACATGTCATGTAGGACATAAA 2159

AGCAAAAGCCTATATTTTGGAGCAAATTAGTTGA TTAAATAGTGGTCTTAAAACTCCATA 1189
AGCAAAAGCCTATATTTTGGAGCAAATTAGTTGA TTAAATAGTGGTCTTAAAACTCCATA 1210
AGCAAAAGCTTATATTTTGGAGCAAATTAGTTGAT TAAATAGTGGTCTTAAAACTCCATA 2219

TGCTAATGGTTAGATGGTTATATTACAATCATTT  TATATTTTTTTACATTATTAGCATTC 1249
TGCTAATGGTTAGATGGTTATATTACAATCATTT  TATATTTTTTTACATTATTAGCATTC 1270
TGCTAATGGTTAGATGGTTATATTACAATCATTTT ATATTTTTTTACATTATTAGCATTC 2279

ACTTATGGATTCATGATGGCTGTATAATGTGAAT GTGAAATTTCAATGGTTTACTGTCAT 1309
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Transcrit2 ~ ACTTATGGATTCATGATGGCTGTATAATGTGAAT GTGAAATTTCAATGGTTTACTGTCAT 1330
Référence ACTTATGGATTCATGATGGCTGTATAATGTGAATG TGAAATTTCAATGGTTTACTGTCAT 2339

Transcritl — TGTATTCAAATCT--cmcmemrmcmemeneas 1322
Transcrit2 ~ TGTATTCAAATCT--cmemrmemcmemenens 1343
Référence  TGTATTCAAATCTCAACGTTCCATTATTTTAATAC TTATAAATATTAAGCATACCAAAAT 2399

*kkkkkkkkkkkk

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence GATTTAACTCTATTATCTGAAATCAGAATAATAAA CTGATGATATCTTACAAATTGTTAA 2459

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence TTTTATTTTATAATTTGATAATGAATATATTTCTG CATATATTTACTACTATTTTGTAAA 2519

Transcrit 1
Transcrit 2
Référence TCAGGATTTTGTTAATCAAATAAATTGAACTTATG ATTAAGTGAAATTATTTCTTACATC 2579

Transcrit 1 = =-e-ememmmmmmmmmmmememeeeeeeee e
TranscCrit 2 =—emememmmmmmmmmmmememeeeeeeee e
Référence CAATGTGTAGAAACAATTTAAGTTATATTAAAGTG TTTTCACCTTTTTTGAAAGA 2634
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Résume

La myostatine, un membre de la superfamille TE5H+ansforming growth factor-bejaest un
régulateur négatif de la croissance et du développémusculaire.

Depuis sa découverte en 1997, le géngostatinea été intensément étudié de par ses
applications potentielles bénéfiques dans les doesade I'élevage et meédical. Les mutations
pertes de fonctions qui affectent la fonction denigostatine ou celles qui réduisent son
expression conduisent a une hypertrophie musculalers que celle qui engendre une
surexpression de la myostatine engendre une réduatportante de la masse musculaire.

Nous avons identifié un alléle inattendu du gemgostatine qui est responsable de
'augmentation de la masse musculaire chez lalvagege Bonde d’Aquitaine. Dans le muscle,
cet allele est fortement exprimé conduisant ademé&iion d’un transcrityostatineaberrant avec

un codon STOP prématuré de la traduction en plusedguantité résiduelle correctement épissé.
Ce profil d’expression qui résulte d’'une mutatioroniqueleaky par rapport a I'activité du
splicéosome, contribue a I'établissement d’'une Hypehie modérée qui caractérise la race
bovine Blonde d’Aquitaine. Cette découverte estdrtgmnte dans le domaine de la génétique de
I'élevage et potentiellement dans le domaine méditlee permet de concilier a la fois le bien
étre de l'animal et la production qualitative etagtitative de la viande. Par ailleurs, le
mécanisme est susceptible d’étre exploité pourpgassible application pour soigner certaines
maladies musculaires humaingg& une manipulation appropriée des pré-ARNm du géne
myostatine

Abstract

Myostatin, a member of the TGB-(Transforming growth factor-beta) superfamily, étions as

a negative regulator of skeletal muscle developraadtgrowth.

Since its discovery in mice in 1997, tmeyostatingene has been extensively investigated
considering the potential benefits of enhancing aleugrowth in clinical and agricultural
settings. Loss-of-function mutations which impalyastatin function or those which knockdown
myostatingene expression, result in muscle hypertrophynakéerred to as “double-muscling”
whereas myostatin overexpression induces profowmntla |oss.

Here, we identified an unexpected mutation in thgostatin gene that is responsible for
increasing muscle mass in Blonde d'Aquitaine cditeed. In skeletal muscle, the mutant allele
was highly expressed leading to an abnormal trgtserth a premature termination codon and
to residual levels of a correctly spliced trandcriphis expression pattern, caused by a leaky
intronic mutation with regard to spliceosome, cowdntribute to the moderate muscle
hypertrophy in this cattle breed. This finding isimportance for genetic counseling for meat
quantity and quality in livestock production andsgibly to manipulatenyostatinpre-mRNA in
human muscle diseases.
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Résumeé

La myostatine, un membre de la superfamille Tg5H+ansforming growth factor-be}aest un
régulateur négatif de la croissance et du développémusculaire.

Depuis sa découverte en 1997, le géngostatinea été intensément étudié de par ses
applications potentielles bénéfiques dans les doesade I'élevage et médical. Les mutations
pertes de fonctions qui affectent la fonction denigostatine ou celles qui réduisent son
expression conduisent a une hypertrophie musculalers que celle qui engendre une
surexpression de la myostatine engendre une réduatportante de la masse musculaire.

Nous avons identifié un alléle inattendu du gemgostatine qui est responsable de
'augmentation de la masse musculaire chez lalvagee Bonde d’Aquitaine. Dans le muscle,
cet allele est fortement exprimé conduisant ademé&iion d’un transcrityostatineaberrant avec

un codon STOP prématuré de la traduction en plusedguantité résiduelle correctement épissé.
Ce profil d’expression qui résulte d’'une mutatioroniqueleaky par rapport a I'activité du
splicéosome, contribue a I'établissement d’'une Hypehie modérée qui caractérise la race
bovine Blonde d’Aquitaine. Cette découverte estdrtgmte dans le domaine de la génétique de
I'élevage et potentiellement dans le domaine méditlee permet de concilier a la fois le bien
étre de l'animal et la production qualitative etagtitative de la viande. Par ailleurs, le
mécanisme est susceptible d'étre exploité pourpgassible application pour soigner certaines
maladies musculaires humaing& une manipulation appropriée des pré-ARNm du gene
myostatine

Abstract

Myostatin, a member of the TGB-(Transforming growth factor-beta) superfamily, étions as

a negative regulator of skeletal muscle developraadtgrowth.

Since its discovery in mice in 1997, tmeyostatingene has been extensively investigated
considering the potential benefits of enhancing aleugrowth in clinical and agricultural
settings. Loss-of-function mutations which impalyastatin function or those which knockdown
myostatingene expression, result in muscle hypertrophynakéerred to as “double-muscling”
whereas myostatin overexpression induces profowmstla loss.

Here, we identified an unexpected mutation in thgostatin gene that is responsible for
increasing muscle mass in Blonde d'Aquitaine cditeed. In skeletal muscle, the mutant allele
was highly expressed leading to an abnormal trgtserith a premature termination codon and
to residual levels of a correctly spliced trandcriphis expression pattern, caused by a leaky
intronic mutation with regard to spliceosome, cowdntribute to the moderate muscle
hypertrophy in this cattle breed. This finding isimportance for genetic counseling for meat
quantity and quality in livestock production andsgibly to manipulatenyostatinpre-mRNA in
human muscle diseases.



