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BIOLOGIE 

Épreuve B 

 
Durée : 3 heures 30 minutes 

______________ 

 
L’usage de la calculatrice, d’abaques et de tables est interdit pour cette épreuve 

Si, au cours de l’épreuve, un candidat repère ce qui lui semble être une erreur 
d’énoncé, il le signale sur sa copie et poursuit sa composition en expliquant les raisons 
des initiatives qu’ il a été amené à prendre. 

 

 

A par tir  de l’exploitation des documents et de vos connaissances, étudiez 

quelques aspects de la différenciation des cellules musculaires str iées squelettiques 

et de leur  fonctionnement. 

 

 

• L’exposé sera encadré par une introduction et une conclusion, et sera structuré par un 

plan faisant apparaître explicitement les thèmes abordés et la progression suivie. 

• L’exposé doit se limiter aux trois thèmes abordés. Les trois parties sont indépendantes. 

• Le candidat ne doit pas rédiger de longs développements de ses connaissances sur le 

sujet indépendamment de l’exploitation des documents.  

• Les documents peuvent être découpés et intégrés à la copie, à condition d’être exploités. 
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THEME I- UNE ETAPE DE LA MYOGENESE!: TRANSFORMATION DE MYOBLASTES EN MYOTUBES

DOCUMENT I.1- Modifications dÕune culture de myoblastes dans un milieu de diff�renciation
DÕapr�s Zeschnigk et al, J.Cell Sci., 108, 2973-2981, 1995    -    Mege et al., J.Cell.Sci, 103, 897-906, 1992 - Travaglione et al., Cell Death and Differentiation, 12, 78-86, 2005

Des cultures!in vitro! de cellules musculaires embryonnaires de souris, les myoblastes, sont utilis�es comme

mod�le pour �tudier la myogen�se.

- Dans un milieu de culture dit Ç!de prolif�ration!È, les cellules se multiplient.

- LorsquÕelles sont transf�r�es du milieu de prolif�ration vers un milieu de diff�renciation (= induction de la

diff�renciation), des modifications sont observ�es. N�anmoins, le nombre total de noyaux de la culture ne

change pas.

Les cellules sont observ�es au microscope � fluorescence. Les noyaux sont color�s en bleu, les mol�cules dÕactine

sont color�es en vert.

A- Culture des myoblastes en milieu de prolif�ration
B - Apr�s 72 heures de culture en milieu de

diff�renciation, les cellules se contractent

spontan�ment et sont appel�es des myotubes.

C- Le pourcentage des noyaux qui sont pr�sents dans des myotubes est d�termin� en fonction de la dur�e de

culture en milieu de diff�renciation et exprim� en pourcentage du nombre total de noyaux (       ) .

LÕenzyme cr�atine phosphokinase (CPK) sÕexprime de fa�on sp�cifique chez les cellules musculaires

diff�renci�es. Son activit� est mesur�e (en unit� dÕactivit� par mg de prot�ine) en fonction de la dur�e de culture

en milieu de diff�renciation ( ).
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DOCUMENT I-2 Ð Cadh�rines et formation de myotubes

DÕapr�s Zeschnigk et al, J.Cell Sci., 108, 2973-2981, 1995    - Mege et al., J.Cell.Sci, 103, 897-906, 1992

Chez les vert�br�s, le processus dÕadh�rence cellulaire fait intervenir une famille de mol�cules, les cadh�rines. Ce

sont des glycoprot�ines membranaires qui, en pr�sence dÕions calcium, adh�rent sp�cifiquement aux cadh�rines

dÕune autre surface cellulaire.

Des cadh�rines musculaires ont �t� identifi�es � la surface des myoblastes. LÕimplication de ces mol�cules dans la

myogen�se est recherch�e.

Une culture t�moin de myoblastes de Poulet est effectu�e dans le milieu de diff�renciation appel� milieu DMEM

contenant 2 mM de Ca2+.

DÕautres cultures cellulaires sont effectu�es dans des milieux de diff�renciation modifi�s!:

- milieu SMEM!: milieu de diff�renciation � faible concentration de calcium 0,2 mM de Ca2+,

- milieu DMEM + anticorps anti-cadh�rine musculaire � divers taux de dilution (1/500, 1/100!, 1/50),

- milieu DMEM + diverses concentrations de peptides synth�tiques!:

* peptide 1!: peptide synth�tique de 10 acides amin�s, identique � une zone de la r�gion

extracellulaire dÕune cadh�rine musculaire.

* peptide 2!: peptide synth�tique de 10 acides amin�s, de m�me composition en acides amin�s

que le peptide 1 mais de s�quence diff�rente, nÕexistant pas dans la cadh�rine.

Graphique A!: Le pourcentage des noyaux qui sont pr�sents dans des myotubes, exprim� en pourcentage du

nombre total de noyaux, est d�termin� 48 heures apr�s le d�clenchement de la diff�renciation en pr�sence ou pas

de peptides synth�tiques.

 en absence de peptides synth�tiques dans le milieu DMEM

milieu DMEM + peptide 1

milieu DMEM + peptide 2

Les r�sultats repr�sentent la moyenne de trois cultures

ind�pendantes dans lesquelles 1000 noyaux ont �t� compt�s.
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Graphique B!: Des myoblastes sont mis en culture dans divers milieux de diff�renciation. LÕactivit� de

lÕenzyme cr�atine phosphokinase (CPK) est mesur�e apr�s 48 heures de culture. Cette activit� est exprim�e en

pourcentage de lÕactivit� pr�sent�e par lÕenzyme dans les cellules de la culture t�moin DMEM.

Graphique C : La 5-bromo-2-d�oxyuridine (BrdU), est un nucl�otide analogue de la thymidine dans lequel la

base azot�e thymine est remplac�e par la bromo-uracile. La BrdU se substitue � la thymidine lors de la r�plication

de lÕADN. La BrdU est ajout�e dans diff�rentes conditions de culture et on mesure le pourcentage de noyaux

contenant de la BrdU dans lÕADN.

Ajout de la BrdU:

1 : dans le milieu de prolif�ration, avant induction de la

diff�renciation,

2 : 36 heures apr�s lÕinduction de la diff�renciation sans addition

de peptides,

3 : 36 heures apr�s lÕinduction de la diff�renciation

+  400 mg/ml de peptide 1,

4 : 36 heures apr�s lÕinduction de la diff�renciation

+400 mg/ml de peptide 2.%
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DOCUMENT I-3- Localisation des cadh�rines musculaires au cours dÕune culture myog�nique

DÕapr�s Mege et al., J.Cell.Sci, 103, 897-906, 1992

Des cellules en culture sur milieu de diff�renciation DMEM (contenant 2 mM de calcium) sont fix�es et trait�es

pendant 1 heure avec des anticorps anti-cadh�rine musculaire (photographies A et B) et des anticorps dirig�s

contre un marqueur membranaire pr�sent sur la surface des myoblastes et des myotubes (photographies AÕ et BÕ).

Les deux types dÕanticorps sont marqu�s par un fluorochrome diff�rent. LÕobservation est effectu�e avec un

microscope � fluorescence. Le m�me champ est observ� en A / AÕ et en B / BÕ. En A et B, on visualise les

cadh�rines de la membrane plasmique; en AÕ et BÕ, on visualise les marqueurs de la membrane plasmique.

A-  Cellules en culture depuis 15 heures sur milieu de diff�renciation + anticorps anti-cadh�rine

AÕ- Cellules en culture depuis 15 heures sur milieu de diff�renciation + anticorps anti-marqueur

membranaire

B-  Cellules en culture depuis 7 jours sur milieu de diff�renciation + anticorps anti-cadh�rine

BÕ- Cellules en culture depuis 7 jours sur milieu de diff�renciation + anticorps anti-marqueur

membranaire

  B

A

  BÕ

AÕ

20 µm
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DOCUMENT I-4- R�le de la cav�oline

Volonte et al., Mol. Biol. Cell, 14, 4075-4088, 2003

Les caveolae sont de petites invaginations de la membrane plasmique, tr�s riches en lipides et en une prot�ine

intrins�que, la cav�oline.  La cav�oline-3 est sp�cifique de la membrane plasmique des cellules musculaires.

LÕobservation dÕun nombre important de caveolae dans les membranes des cellules de muscles squelettiques de

patients atteints de myopathie de Duchenne a amen� des chercheurs � �tudier leur intervention et le r�le

particulier de la cav�oline-3 lors de la diff�renciation des myoblastes.

* Des souris transg�niques pr�sentant une surexpression du g�ne cav�oline-3 servent de source pour des

cultures de myoblastes poss�dant une quantit� de cav�oline-3 sup�rieure � la normale (Cav-3).

* Des souris pr�sentant un g�ne Cav-3 non fonctionnel (souris Ç!knocked-out!È) servent de source pour des

cultures de myoblastes ne poss�dant pas de prot�ines cav�oline-3 (KO).

* Des myoblastes poss�dant une quantit� normale de cav�oline-3 servent de t�moins (CTL).

A- Des myoblastes issus de souris CTL, Cav-3 et KO sont mis en culture sur un milieu de diff�renciation. Apr�s

3 jours, le nombre moyen de noyaux pr�sents par myotube est d�termin�. Au moins 50 myotubes de chaque type
sont analys�s.

B- On recherche la pr�sence de cadh�rine et de cav�oline-3 dans des membranes plasmiques purifi�es apr�s 0, 1,

2 et 3 jours de culture sur milieu de diff�renciation.

Les prot�ines de ces membranes plasmiques sont extraites et analys�es par �lectrophor�se sur gel. La pr�sence de

cadh�rine et de cav�oline-3, dans le gel, est visualis�e par incubation avec des anticorps sp�cifiques marqu�s par

un colorant.

B1- Quantit� de cadh�rine � la surface des cellules en fonction

de la dur�e de culture

B2- Recherche de la cav�oline-3 dans le gel dÕ�lectrophor�se

apr�s immuno-marquage
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C- La membrane des caveolae pr�sente une densit� plus importante que le reste de la membrane plasmique et

peut en �tre s�par�e gr�ce � une centrifugation sur un gradient de densit� de saccharose.

Les caveolae sont isol�es � partir de cellules t�moins (CTL), de cellules pr�sentant une surexpression du g�ne

cav�oline-3 (Cav-3) et de cellules dont le g�ne Cav-3 est non fonctionnel (KO).

Les prot�ines de la membrane plasmique sont extraites, analys�es par �lectrophor�se sur gel et visualis�es par

incubation avec des anticorps anti-cav�oline-3 ou anti- cadh�rine apr�s 1 ou 2 jours de diff�renciation.

La composition prot�ique de la membrane des caveolae et celle de la membrane plasmique non situ�e dans les

caveolae (Ç!membrane plasmique hors des caveolae!È) sont compar�es.
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THEME II!: FONCTIONNEMENT DÕUNE PROTEINE DU SARCOMERE DIFFERENCIE, LA TITINE,

LORS DÕUN ETIREMENT

DÕapr�s Linke et al., J. Cell Science, 111, 1567-1574, 1998  -  Rief et al., Science, 276, 1109-1112, 1997

Li et al., PNAS, 97, 6527-6531, 2000

La titine est une prot�ine filiforme de poids mol�culaire 3.106 contenant 30 000 acides amin�s. Il sÕagit du plus

gros polypeptide d�couvert jusquÕ� pr�sent. Chaque mol�cule mesure 1 µm dans le sarcom�re.

La mol�cule de titine est int�gr�e dans le myofilament �pais et sÕ�tend de la strie Z jusquÕ� la ligne M.
Elle est constitu�e dÕune s�quence riche en proline, glutamate, valine et lysine (la r�gion PEVK) et dÕun grand

nombre de domaines repli�s, appel�s domaines I, num�rot�s en fonction de leur position par rapport � la strie Z.

Chaque domaine I contient 89 acides amin�s,

mesure 4 nm de long et pr�sente la structure

tridimensionnelle suivante!:

DOCUMENT II 1- Localisation de deux r�gions de la titine au cours de lÕ�tirement dÕun sarcom�re

Des myofibrilles sont isol�es � partir dÕun muscle squelettique de rat. Des anticorps sont cr��s contre deux

r�gions particuli�re de la titine!: la r�gion T12 et la r�gion N2-A (voir sch�ma ci-dessus pour leur localisation).

Les sarcom�res sont observ�s au microscope �lectronique � transmission lors dÕun �tirement.

Les anticorps sont marqu�s par des particules dÕor et leur localisation est indiqu�e par des fl�ches sur les clich�s

ci-dessous.

Myofibrilles + anticorps anti-T12

Myofibrilles + anticorps anti-N2-A

r�gion T12 r�gion N2-A

Myofilament fin

Myofilament �pais
un  domaine I

0,5 µm

0,5 µm

Longueur du sarcom�re

Longueur du sarcom�re

strie ligne
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DOCUMENT II-2- Etude de lÕ�tirement de la titine gr�ce au microscope � force atomique

Le microscope � force atomique (AFM) est un microscope sp�cial qui poss�de une pointe effil�e mont�e sur une

tige flexible susceptible de se raccourcir. Une extr�mit� dÕun fragment de mol�cule de titine est fix�e � cette

pointe effil�e mobile. Son autre extr�mit� est li�e � une surface en or de position fixe.

Quand la pointe du microscope AFM se d�place, la prot�ine subit une traction dont la force est mesur�e tr�s

pr�cis�ment. Les graphiques ci-dessous repr�sentent lÕenregistrement de la force exerc�e (en ordonn�e et

exprim�e en piconewtons pN) en fonction de lÕintensit� de lÕ�tirement impos� par lÕexp�rimentateur (en abscisse

et exprim�e en nm).

a- Exp�rimentation effectu�e avec un fragment de titine

contenant 7 domaines I    (du domaine I 27 au domaine I 33)

b- Exp�rimentation effectu�e avec un fragment de titine
contenant 4 domaines I (du domaine I 27 au domaine I 30)

c- Exp�rimentation effectu�e avec un fragment constitu�

artificiellement de  8 domaines I 27 identiques, en tandem

d- Exp�rimentation effectu�e avec un fragment constitu�

artificiellement de  8 domaines I 28 identiques, en tandem

e- Exp�rimentation effectu�e avec un fragment chim�re constitu� de 4 domaines I 27 et de 4 domaines I 28

Disposition des domaines dans la prot�ine chim�re:

     - les rectangles repr�sentent les domaines I 27

     - les cercles repr�sentent les domaines I 28

f- LÕincubation dÕun fragment I27 dans une solution contenant de lÕur�e (un d�naturant prot�ique) � la concentration de 6,6 M

�limine lÕaspect en dent de scie de lÕenregistrement. La force � exercer pour un �tirement d�termin�e est plus faible quÕen absence

dÕur�e.
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THEME III- DIVERSITE DES FIBRES MUSCULAIRES DÕUN MUSCLE

Document III 1- Les myosines des fibres musculaires

Weiss et al., J.Biol.Chem, 276, 45902-45908 , 2001

A- Electrophor�se sur gel de la cha�ne lourde de la myosine de diverses fibres musculaires

Diverses fibres musculaires de 15 mm de long sont isol�es � partir de muscles de rats. Les mol�cules de cha�nes

lourdes de myosine (MHC pour Ç!Myosin Heavy Chain!È) en sont extraites et subissent une �lectrophor�se sur gel

de polyacrylamide en conditions d�naturantes (SDS-page) suivie dÕune coloration argentique.

Chacune des pistes a, b, d, e, f r�v�le les  mol�cules MHC extraites dÕune seule fibre musculaire isol�e.

La piste c r�v�le les  mol�cules MHC extraites � partir dÕun m�lange de fibres issues de divers muscles de rats.

B- Activit� ATPasique des cha�nes lourdes de myosine et vitesse maximale de contraction des fibres

musculaires correspondantes

Type de cha�ne lourde de myosine

pr�sente dans la fibre musculaire

Activit� ATPasique de la cha�ne

lourde de myosine

en nmol.mm-3.s-1

Vitesse maximale de contraction

de la fibre

(en unit� de longueur.s-1 )

MHC-I

MHC-IIA

MHC-IIX

MHC-IIB

0,045 + 0,006

0,168 + 0,026

0,178 + 0,023

0,230 + 0,01

1,05 + 0,37

2,33 + 0,29

3,07 + 0,7

3,69 + 1,01

prot�ines de masse

mol�culaire proche

de 220 kDa

MHC - IIA

MHC - IIX

MHC - IIB

MHC - I
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Document III 2- Vitesses de contraction de  fibres musculaires chez un organisme, la carpe

DÕapr�s Eckert , Animal Physiology, Ed. Freeman, 2002

Chez la carpe, les diff�rents types de fibres sont anatomiquement s�par�s. On distingue!:

- une couche superficielle de fibres de couleur rouge (contenant de la myosine MHC I) situ�e juste

sous la peau,

-une masse importante de fibres de couleur blanche (contenant de la myosine MHC IIB) plus

profondes.

La carpe poss�de deux types de nage!:

- une nage calme durant laquelle le corps sÕincurve peu et o� seuls les muscles rouges p�riph�riques sont

sollicit�s

- une nage de fuite, rapide durant laquelle le corps sÕincurve beaucoup et dans laquelle interviennent les

muscles rouges et les muscles blancs.

Graphiques a et b

La puissance m�canique g�n�r�e par la contraction dÕune fibre de muscle rouge p�riph�rique (graphique a) et

dÕune fibre de muscle blanc interne (graphique b) est mesur�e en fonction de la vitesse de raccourcissement de la

fibre.  La puissance est exprim�e en unit�s relatives.

a- b-

Graphique c
LÕefficacit� de la contraction (cÕest-�-dire le rapport entre la puissance produite et le taux dÕATP utilis�) est

repr�sent�e en fonction de la vitesse de contraction.
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